




Facultad de Medicina y Odontología  
 
Departamento de Patología 
Tesis doctoral  para optar al grado 
de Doctor en Medicina. 
 
IMPACTO DEL miRNA-200c SOBRE EL MECANISMO DE MIGRACIÓN 
CELULAR  EN EL GLIOBLASTOMA. RELACIÓN CON LOS PATRONES 






 Presentada por 
   Lisandra Muñoz Hidalgo 
 
Dirigida 
Prof. J. Miguel Cerdá Nicolás 
   Profa. Concepción López Ginés 
                                 Profa. Rosario Gil Benso 
 






      La tesis doctoral " Impacto del miRNA-200c  sobre el mecanismo  de 
migración celular en el glioblastoma. Relación con los patrones de 
amplificación de EGFR." fue realizada en el Departamento de Patología. 
Facultad de Medicina y Odontología. Universidad de Valencia, en 
colaboración con la Fundación Investigación Hospital Clínico de Valencia 
(INCLIVA). 
Presentada por: Lisandra Muñoz Hidalgo  
Lic. en Bioquímica y Máster en Investigación en Biología Molecular, 
Celular y Genética. 
Directores:  
  Prof. J. Miguel Cerdá Nicolás. Catedrático Universitat de Valencia. 
 Profa. Concepción López Ginés. Catedrática Universitat de Valencia. 
  Profa. Rosario Gil Benso. Catedrática Universitat de Valencia. 
Departamento de Patología. Facultad de Medicina y Odontología. 
    Los directores certifican que la tesis doctoral presentada por Lisandra 
Muñoz Hidalgo con el título:" Impacto del miRNA-200c  sobre el mecanismo  
de migración celular en el glioblastoma. Relación con los patrones de 
amplificación de EGFR."   reúne los requisitos para su lectura y obtención 
del grado de doctor/a en Medicina. Y para que así conste se firma el presente 
certificado en Valencia a 12 de diciembre 2016. 
 
Fdo: Prof. J. Miguel Cerdá Nicolás        Fdo: Profa. Concepción López Ginés 
 

















































La posibilidad de realizar un sueño es lo que hace que la vida sea 
interesante…  y hoy este es mi sueño. 









                 AGRADECIMIENTOS 
Quisiera que estas palabras sirvieran para mostrar el agradecimiento que 
siento hacia todas las personas que me han ayudado  en este largo camino 
que por supuesto no termina aquí  y por cada día tener el placer de compartir 
con todos ellos.  
Como no puede ser de otra forma primero agradecer a mis tutores 
Miguel Cerdá, Concha López y Rosario Gil, por darme la oportunidad de 
formar parte de este grupo de investigación  y haber confiado en mí para este 
proyecto y apoyarme en todo momento para lograr mi superación como 
profesional.  
A Miguel por ser siempre un jefe cercano, por ser un gran tutor y por 
todo lo que he aprendido junto a él y que he podido poner en práctica para 
que todo fuera muy bien, y por el apoyo y los consejos que siempre he 
recibido de su parte. 
A Concha por la dedicación que siempre ha tenido conmigo, con este 
trabajo, por ser tan buena persona,  siempre con un gesto amable y cercano, 
con una palabra acertada y por ser una tutora  y directora de tesis 
excepcional, porque trabajar contigo es un privilegio y una gran satisfacción. 
A Rosario agradecerle siempre su  apoyo incondicional y su sabiduría 
para lograr que siempre el trabajo saliera adelante encontrando una solución 
a todo, enseñándome en todo momento a mejorar y hacer mi trabajo mejor 
cada día. 
A todos mis compañeros de trabajo, GRACIAS, por estar ahí:  
A Ana Clari porque ha sido más que una compañera, de la cual he 
aprendido mucho sobre todo de cultivos celulares  y de otras técnicas del  
laboratorio que me han servido para ser mejor profesional.  
A Teresa San Miguel que desde mis comienzos ha sido un gran apoyo y 
ayuda a la que acudir y en la cual guiarme, porque siempre he podido contar 
contigo y porque te aprecio mucho. 
  
 
A Lara Navarro, por su apoyo cuando siempre se le necesita, por 
siempre estar ahí, por ayudarme y enseñarme muchas cosas que sin su ayuda  
y consejos no hubiese podido hacer, por ser una gran compañera. 
A Eva Serna una excelente investigadora,  por ayudarme tanto en mis 
inicios y por enseñarme a estudiar los miRNAs.  
A Javier Megías por ser un gran compañero, por  su ayuda y por sus 
magníficas correcciones.  
A todas mis compañeras las técnicos de PROMETEO  como 
cariñosamente las recordaré, que codo a codo estuvimos trabajando en este 
proyecto y en otros muchos. A María porque entramos juntas a este 
laboratorio y aprendimos tantas cosas, y sobre todo yo de ti que eres una 
profesional preparada y eficiente. A Amparo porque me ayudaste cuando 
realmente lo estaba pasando mal con mi embarazo y gracias a ti el proyecto 
pudo seguir adelante, en ese tiempo fuiste mi mano derecha y todo salió 
genial. A Sandra que a pesar de lo joven que es admiro su dedicación al 
trabajo, su eficiencia y su ayuda, te mereces lo mejor. A Amara mi actual 
compañera por todo su apoyo en la recta final y porque podamos seguir 
compartiendo juntas.   
A mis compañeros de pasillo, de hora de comer, de departamento que 
los admiro mucho, Beatriz Sánchez, Bea de Fisio, Irene, Susana, Maite, 
Victor, Rebeca, Eli, Ana, Marta, Mariela, Robert, Lara, Javier Martín, Teresa 
Sagrado,   Manolo Mata, Manolo Pino, Gema, Jose Benavent, Merche, Rosa, 
Javier Boix, Augusto, Dani, a Jose Manuel, Yésica, Itziar, Silvia, a Paco 
Argüelles.  A Juani por darme los buenos días cada mañana y ser tan alegre. 
A todos los compañeros del  Servicio de Anatomía Patológica, en 
especial a Richard por su ayuda con el FISH, a Laura por ser siempre tan 
amable y enseñarme a hacer inmunos, a Alejo por sus consejos y su apoyo, a 
Carolina, María Ángeles, Esther, Elena  y Cristina. A las secretarias del 
servicio en especial a Evelyn. A mis compañeros de la Fe, a Eva, a 
Beatricce, Rosa, Dolors,  por todo lo que aprendí de ellos. Agradecer a los 
compañeros de INCLIVA, en las áreas de contabilidad, recursos humanos, 
cursos y formación, y otras. 
  
 
Al profesor José Bermúdez por su apoyo en la estadística,  agradecer a 
Jaime Font de Mora por todo lo que aprendí en su laboratorio que me servirá 
como profesional, al profesor Horacio Martinetto por sus buenos consejos 
profesionales. A todos mis profesores por la formación que me han dado. 
A Sistemas genómicos  y a la Cátedra Universitat / Sistemas genómicos 
por reconocer nuestro trabajo y otorgarme el Premio a la Innovación 
Genética.  
Finalmente y no por ello, menos importante, a toda mi familia, a mi 
familia cubana a mi mamá, a mi hermano, a mi abuelo, a mis tíos y primos , 
por todo su apoyo y ayuda y sus palabras alentadoras en cada momento  A 
mi familia española por acogerme como una más y por preocuparse por mí. 
A mi marido Ernesto por ser mi compañero de viaje por apoyarme en todo y 
por estar siempre ahí, a mi pequeñito Alejandro por ser la inspiración de mi 
día a día, a mis suegros por su apoyo, a mis sobrinitos, a mis cuñadas, a la 
tías por ser tan cercanas y a todos mis amigos. 
Agradecerles a todos el cariño, el apoyo que en cada momento he 













1. INTRODUCCIÓN...................................................................................... 1 
1.1 Tumores gliales: Glioblastoma ................................................................. 1 
1.1.1 Aspectos clínicos ................................................................................... 1 
1.1.2 Neuropatología ...................................................................................... 4 
1.1.3 Variantes dentro del GB ........................................................................ 7 
1.1.4 Características inmunohistoquímicas .................................................... 8 
1.2  Características genéticas: del estudio citogenético al estudio molecular 9 
1.2.1Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR): Características 
y papel en la biopatología del glioblastoma ................................................. 12 
1.2.1.1 Estructura y dimerización ................................................................. 12 
1.2.1.2 Amplificación del EGFR .................................................................. 14 
1.2.1.3 Valor pronóstico y terapéutico de la amplificación de EGFR en el 
glioblastoma ................................................................................................. 17 
1.2.2 Alteraciones moleculares en las vías de señalización relacionadas con 
EGFR en glioblastomas ................................................................................ 18 
1.3  Factores epigenéticos: microRNAs y regulación génica ....................... 23 
1.3.1 MicroRNAs: Concepto, función y mecanismos de acción .................. 23 
1.3.2 Los microRNAs en el desarrollo neoplásico ....................................... 25 
1.3.3 MicroRNAs en el gliobastoma ............................................................ 31 
1.3.4 Implicación de la familia de los miR-200 en la EMT ......................... 35 
1.3.5 Utilización de la transfección en el estudio funcional de miRNAs ..... 42 
2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS .................................................................... 46 
3. MATERIAL Y MÉTODOS ..................................................................... 48 
3.1 Estudio clínico de los pacientes .............................................................. 49 
3.2 Caracterización de los tumores primitivos ............................................. 49 
3.2.1 Estudio histopalógico .......................................................................... 50 
  
 
3.2.2 Construcción de matrices tisulares (TMA) .......................................... 50 
3.2.3 Estudio  inmunohitoquimico ............................................................... 51 
3.2.4 Estudios genéticos y epigenéticos ....................................................... 53 
3.2.5 Extracción de proteínas y técnica de Western blot .............................. 74 
3.2.6 Análisis estadístico .............................................................................. 76 
3.3 Generación de cultivos celulares para el estudio del              
comportamiento del miR-200c ..................................................................... 78 
3.3.1. Obtención y caracterización de los cultivos celulares ........................ 78 
3.3.1.1 Estudio inmunocitoquímico ............................................................. 79 
3.3.1.2 Estudio citogenético ......................................................................... 81 
3.3.1.3 Extracción de DNA de los cultivos celulares ................................... 83 
3.3.1.4 Caracterización genética de los cultivos celulares por MLPA ......... 83 
3.3.2 Transfección en células tumorales de los cultivos celulares de 
glioblastomas: Inhibición de miR-200c, sobreexpresión de  miR-200c y 
silenciamiento de EGFR ............................................................................... 84 
3.3.3  Estudios de viabilidad celular ............................................................. 86 
3.3.4 Extración y aislamiento de RNA y miRNA de los cultivos 
transfectados ................................................................................................. 88 
3.3.5 Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real ....... 89 
3.3.6  Extracción de proteínas de cultivos celulares y técnica western blot . 90 
3.3.7  Estudios de migración celular ............................................................ 90 
4. RESULTADOS ........................................................................................ 92 
4.1 Estudio clínico ........................................................................................ 92 
4.2 Estudio neuropatológico e inmunohistoquímico .................................... 94 
4. 3 Estudios genéticos y epigenéticos. ...................................................... 100 
4.3.1  Amplificación de EGFR ................................................................... 101 
4.3.1.1  Estatus del EGFR mediante  PCR diferencial ............................... 104 
  
 
4.3.1.2 Amplificación de EGFR por FISH relacionada con la expresión 
inmunohistoquímica de la proteína EGFR ................................................. 105 
4.3.1.3 Parámetros clínicos e histopatológicos en los diferentes grupos de 
amplificación de EGFR .............................................................................. 106 
4.3.2 Resultados del estudio genético y de metilación obtenidos con el 
análisis  por  MLPA y MS-MLPA ............................................................. 109 
4.3.3  Estudios de secuenciación de  IDH1/IDH2 y TP53 ......................... 132 
4.4 Estudio de la expresión de miRNAs ..................................................... 133 
4.4.1 Estudio del miR-200c y la expresión de mRNA de CDH1 y ZEB1 en 
relación a la amplificación de EGFR ......................................................... 138 
4.4.2 Análisis de la expresión proteica de EGFR, CDH1, y ZEB1 ............ 140 
4.5 Modelo experimental: Generación de cultivos celulares para el estudio 
del comportamiento del miR-200c ............................................................. 143 
4.5.1 Caracterización de los cultivos celulares ........................................... 144 
4.5.2 Estudios de transfección en los cultivos celulares ............................. 152 
4.5.3 Análisis de  la expresión del mRNA de  EGFR, CDH1 y ZEB1 en los  
cultivos celulares transfectados .................................................................. 160 
4.5.3.3 Estudio de la expresión de proteínas en cultivos transfectados ...... 166 
4.5.4  Estudio de la migración celular en las diferentes situaciones  ......... 169 
4.5.4.1 Estudio de Viabilidad celular ......................................................... 169 
4.5.4.2 Estudio de  la migración celular ..................................................... 171 
5. DISCUSIÓN ........................................................................................... 181 
5.1 Caracterización clínica, histopatógica e inmunohistoquímica ............. 180 
5.2 Caracterización genética. Amplif. de EGFR y vías de señalización .... 184 
5.3 Estudio de la expresión de miRNAs en GB ......................................... 193 
5.4 Análisis del papel del miR-200c en el glioblastoma ............................ 199 
6. CONCLUSIONES.................................................................................. 213 
7. BIBLIOGRAFÍA .................................................................................... 217 
8.  APÉNDICE DOCUMENTAL .............................................................. 261 
  
 























                                    Listado de Figuras 
 
Figura 1. Localización del gen Her-1 que codifica para el receptor del factor 
de crecimiento epidérmico (EGFR), situado en el cromosoma 7, en la región 
7p12. 
Figura 2. Estructura esquemática del monómero de EGFR.  
Figura 3. Esquema del proceso de dimerización del receptor EGFR. 
Figura 4. Modelos de amplificación de EGFR en glioblastomas.  
Figura 5. Diferencias entre la variante normal y la variante mutada de 
EGFR. 
Figura 6. Esquema de las vías de señalización más importantes en GBs. 
Figura 7. Alteraciones moleculares más frecuentes implicadas en el GB.  
Figura 8.  Esquema del funcionamiento del miRNA como supresor tumoral 
u oncogén. 
Figura 9.  Niveles en los que se plantea la posible interacción terapéutica 
sobre los miRNAs. 
Figura 10. Esquema que muestra la interacción de miRNAs con las vías 
RTK/RAS/PI3K p53 y RB en Glioblastoma. 
Figura 11. Presentación esquemática de la transición epitelio - mesenquimal 
(EMT). 
Figura 12. Papel del miR-200 y ZEB1 en la EMT y en la progresión 
tumoral. 
Figura 13.  miRNAs implicados en el MMMI en glioma. 
Figura 14.  Construcción de las matrices tisulares. 
Figura 15. Etapas de la Hibridación in situ de fluorescencia (FISH). 
Figura 16. Etapas de la MLPA. 
Figura 17. GeneChip® miRNA 1.0 Array. 
Figura 18. Esquema del ensayo de viabilidad celular. 
Figura 19. Esquema representativo del ensayo de migración celular. 
Figura 20. Características histológicas generales del glioblastoma. 
Figura 21.  Patrones de infiltración en el glioblastoma con técnicas de H-E. 
Figura 22. Expresión inmunohistoquímica en los GB. 
Figura 23. Amplificación de EGFR analizado por FISH. 
Figura 24. PCR diferencial en GB. 
Figura 25. Análisis comparativo entre la amplificación de EGFR por FISH 
 y la expresión de la proteína EGFR detectada por inmunohistoquímica. 
  
 
Figura 26. Secuenciación de TP53. 
Figura 27. Análisis de la expresión de miRNAs  mediante microarrays. 
Figura 28. Análisis por qRT-PCR de la expresión de EGFR, miR-200c, 
CDH1 y ZEB1 en 30 GB. 
Figura 29. Expresión de las proteínas  EGFR y E-caderina (CDH1) en casos 
que pertenecen a los tres grupos de estudio. 
Figura 30. Morfología de las células de GB en cultivo. 
Figura 31. Expresión inmunohistoquímica del cultivo celular HC-466. 
Figura 32. Estado de EGFR observado en núcleos interfásicos  y metafases. 
Figura 33. Secuenciación de TP53. 
Figura 34. Distribución de la población de células vivas. Relación del 
número de células vivas con su diámetro en los cultivos celulares estudiados. 
Figura 35. Detección de micoplasmas en cultivos celulares. 
Figura 36. Transfección de células de GB en cultivo de la línea U118. 
Figura 37. Inhibición del miR-200c en los cultivos celulares de GB. 
Figura 38. Sobreexpresión del miR-200c en los cultivos celulares de GB. 
Figura 39. Representación gráfica de datos de qRT-PCR. 
Figura 40. Silenciamiento de EGFR en los cultivos celulares de GB. 
Figura 41. Transfección de células del cultivo HC-444, para lograr el  
silenciamiento de EGFR. 
Figura 42. Análisis por qRT-PCR de la expresión de EGFR, miR-200c, 
CDH1 y ZEB1 en los cultivos celulares sin transfectar. 
Figura 43. Análisis por qRT-PCR de la expresión de EGFR y ZEB1 en 
cultivos celulares transfectados. 
Figura 44. Expresión de proteínas en los cultivos U-118, HC-444, HC-534  
y HC-466. 
Figura 45. Estudio de viabilidad celular por luminiscencia, medida por la 
producción de ATP de cada célula. 
Figura 46. Análisis de las imágenes de migración celular de la línea U118, 
mediante el programa de morfometría  Image Pro Plus 6.0. 
Figura 47. Cuantificación del área de migración celular. 




                            Listado de Tablas 
 
Tabla 1. Clasificación molecular de los gliomas malignos según la TCGA.  
Tabla 2.  Bases de datos y fuentes para la predicción de diana de miRNAs. 
Tabla 3. Ejemplos más relevantes de miRNAs involucrados en cáncer. 
Tabla 4. miRNAs que identifican los cinco subgrupos de glioblastoma 
relacionados con los precursores neurales. 
Tabla 5. Anticuerpos utilizados en inmunohitoquímica. 
Tabla 6. Reactivos utilizados en la PCR diferencial.  
Tabla 7. Cebadores utilizados para la secuenciación de IDH1 y de IDH2.  
Tabla 8. Cebadores utilizados para secuenciar el gen TP53  
Tabla 9. Componentes de la PCR. 
Tabla 10. Componentes de la reacción BIG DYE. 
Tabla 11. Componentes de la qRT-PCR. 
Tabla 12. Componentes de la qRT-PCR. 
Tabla 13. Componentes de la RT de miRNAs. 
Tabla 14. Sondas utilizadas para la qRT-PCR. 
Tabla 15. Anticuerpos utilizados en el western blot.  
Tabla 16. Anticuerpos utilizados en el estudio inmunocitoquímico 
Tabla 17. miRNAs utilizados en la transfección. 
Tabla 18. Componentes de la  PCR. 
Tabla 19. Componentes de la qRT-PCR de miRNAs. 
Tabla 20. Estudio clínico de los 46 casos de glioblastoma. 
Tabla 21. Estudio de los patrones de infliltración y de los  marcadores 
inmunohistoquímicos en GB.  
Tabla 22. Estudio de EGFR/CEP-7 por FISH.  
Tabla 23.  Genes del MLPA probemix P105-D1 Glioma-2 Salsa MLPA KIT 
Tabla 24. Análisis del número de copias en los exones de EGFR por MLPA 
en los tres grupos del estatus de amplificación de EGFR. 
Tabla 25. VNC en los genes del kit MLPA probemix P105-D1 Glioma-2 
Tabla 26. VNC de los genes de referencia del kit MLPA probemix P105-D1 
Glioma-2. 
Tabla  27. VCN en los genes del kit ME001-C2 Tumor suppressor -1. 




Tabla 29. Porcentajes de alteraciones de los distintos genes del kit MLPA 
probemix P105-D1 Glioma-2, en los tres grupos de amplificación de EGFR. 
Tabla 30. Porcentaje de alteraciones de los genes de referencia del kit 
MLPA probemix P105-D1 Glioma-2, en los tres grupos de amplificación de 
EGFR.  
Tabla 31. Porcentaje de alteraciones  de los genes del kit ME001-C2 Tumor 
suppressor-1, en los tres grupos de amplificación de EGFR.  
Tabla 32. Porcentajes de alteraciones de los genes de referencia del kit 
ME001-C2 Tumor suppressor-1, en los tres grupos de amplificación de 
EGFR. 
Tabla 33. Genes implicados en el 40% o más de los casos en los tres grupos 
según el estaus del EGFR. 
Tabla 34. Genes implicados en el 30% o más de los casos en los tres grupos 
según el estaus del EGFR. 
Tabla 35. Porcentaje de casos con un gen alterado en los tres grupos de 
EGFR en las tres vías de señalización. 
Tabla 36. Porcentaje de casos en los tres grupos de EGFR con dos genes 
alterados en las tres vías de señalización. 
Tabla 37. Estado de metilación (hipermetilación en porcentajes) en  genes 
supresores de tumores del kit ME001-C2 Tumor suppressor-1, en los tres 
grupos de amplificación de EGFR.  
Tabla 38. Hipermetilación de genes supresores del kit  ME001-C2 Tumor 
suppressor-1. M: Hipermetilado.  
Tabla 39. miRNAs  expresados  diferencialmente  entre  los  grupos H-amp 
y N-amp ordenados por  el valor de p ≤ 0,05 de significación estadística. 
Tabla 40. Función de los miRNAs significativos comunes a los grupos de 
estudio.  
Tabla 41. Cuadro comparativo de intensidades absolutas de los perfiles de 
expresión de  los miRNAs  significativos en los casos de GB.   
Tabla 42. Cuantificación de la expresión por western blot para EGFR y 
CDH1 y expresión inmunohistoquímica de la proteína ZEB1. 
Tabla 43. Identificación del cultivo celular correspondiente al tumor 
primario del que proceden. 
Tabla 44. Resultados inmunocitoquímicos de los cultivos celulares de GB. 
Tabla 45. Resultados de los cariotipos de los cultivos celulares. 
Tabla 46. Estudio de EGFR/CEP-7 por FISH. 
  
 
Tabla 47. Variación del número de copias en los exones del gen EGFR. 
Tabla 48. Resultados de la viabilidad celular inicial. 
Tabla 49. Expresión de EGFR y ZEB1 en los cultivos estudiados en las 
diferentes situaciones de trasfección. 
Tabla 50. Expresión de la proteína EGFR en las diferentes situaciones. 
Tabla 51. Expresión de la proteína ZEB1 en las diferentes situaciones. 
Tabla 52. Área de migración en porcentajes de los diferentes cultivos 
celulares a las seis horas. 
Tabla 53. Área de migración en porcentajes de los diferentes cultivos 
celulares a las 18 horas. 
Tabla 54. Área de migración en porcentajes de los diferentes cultivos 
celulares a las 24 horas. 
Tabla 55. Área de migración en porcentajes de los diferentes cultivos con 
inhibición de miR-200c. 
Tabla 56. Área de migración en porcentajes de los diferentes cultivos con 
sobreexpresión de miR-200c. 
Tabla 57. Área de migración en porcentajes de los diferentes cultivos con 
silenciamiento de EGFR. 
Tabla 58. Genes implicados en los grupos del glioblastoma según el nivel de 











ABREVIATURAS   
 
ACTB. β - actina 
AMP. Amplificación 
APC. Gen de la poliposis adenomatosa de  colon 
ATRX. Síndrome de Alfa Talasemia  con Retraso Mental ligado a X 
BCL2. Linfoma de células B 
BCNU Bio-cloretil casmustina  nitrosourea 
BCRA1. Cáncer de mama tipo 1 
BCRA2. Cáncer de mama tipo 2 
BIM. Proteína proapotótica semenjante a Bcl-2 
BSA. Albumina de suero bobino 
CASP8. Caspasa 8 
CASR. Receptor sensible al calcio 
CC. Crisis  comicial 
Cc. Cuerpo calloso 
CD27. Molécula que codifica al factor de necrosis tumoral 
CDH1. Caderina 1 
CDH13. Caderina 13 
CDK4. Quinasa dependiente de ciclina 4 
CDK6. Quinasa dependiente de ciclina 6 
CDKN2A. Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina  2A 
CDKN2B. Inhibidor  de quinasa dependiente de ciclina 2B 
CHD7.  Helicasa con cromodominio de union a DNA  
CHFR. Punto de control con dominio "forkhead" y "ring finger"  
CLL. Leucemia linfocítica crónica 
Ct. Ciclo umbral 
CTGF. Factor de crecimiento del tejido conectivo 
CTNNB1. β Catenina 1 
DMSO. Dimetilsulfóxido 
DN. Déficit neurológico 
DQ. Dosage Quotient 
Dr. Derecha 
DSI. Duración del síntoma inicial 
E3. Ubiquitina ligasa 
  
 
EGF. Factor de crecimiento epidérmico 
EGFR. Receptor del  Factor de crecimiento epidérmico 
EMT. Transición epitelio-mesenquimal 
ErbB. Receptores tirosina quinasa 
ESR1. Receptor de estrógeno 1 
F. Femenino 
F. Frontal 
FC.  Fold change 
FHIT.  Frágil tríada de histidina 
FISH. Hibridación in situ de fluorescencia 
GB. Glioblastoma 
GFAP. Proteína fibrilar acídica de la glía 
GICs. Células iniciadoras de  Glioblastoma 
GICs. Células madres neoplásicas de glioblastoma 
H-amp: Alto nivel de amplificación 
HIC1. Hipermetilado en cáncer 1 
HIRIP3. Proteina 3 que interactua con HIRA 
HMGB1. Proteína de alta movilidad grupo 1 
HMZ. Deleción en homocigosis 
HMZ-p.  Deleción en homocigosis parcial  
HSR. Regiones cromosomicas homogeneamente teñidas 
HTIC. Hipertensión intracraneal 
IDH. Isocitrato deshidrogenasa 
IFN. Interferón 
IK: Índice de Karnofsky 
IL4. Interleucina 4 
INK4A-ARF. Factor de ADP-ribosilación .Locus multifuncional supresor de 
tumores 
Iz. Izquierda 
JM. Dominio yuxtamembranal 
Ki-67. Anticuerpo de proliferación celular 
KLK3. Calicreína peptidasa 3 
L-amp: Bajo nivel de amplificación 
LARGE. Xilosil- glucuroniltransferasa 
LOH: Deleción en heterocigosis 




MDM2. dobles minutes murina 2 
MIB-1. Anticuerpo monoclonal murino 
MIG6. Gen mitógeno inducible 6 
MIR26A2. MicroRNA26a2 
MLH1. Homólogo 1 de MutL 
MLH3. Homólogo 3 de MutL 
MMMI Modo Mesenquimal de Migración e Invasión 
MYBPC3. proteína C  de unión a la miosina cardiaca. 
MYO5B. Miosina Vb 
N-amp.  No amplificación 
NF1. Neurofibromatosis-1 
NFKBIA.  Factor nuclear kappa B, subunidad 1 
no UNG.  No contiene Uracil N-glucosilasa. 
NOS. De origen desconocido 
nv.  No valorable 
O. Occipital 
OCA2. Codifica  para una proteína transmembrana melanosomal 2 
OMS. Organización Mundial de la Salud 
onco-miRs. miRNA que actúa como oncogén. 
P. Parietal 
P. Polisomías  
p53. Proteína 53 
PAH. Fenilalanina hidroxilasa 
PARK2. Proteína 2 del Parkinson, E3 Ubiquitin Proteina Ligasa. 
PBS. Tampón fosfato salino 
PCR. Reacción en cadena de la polimerasa 
PDGFR. Receptor del Factor de crecimiento derivado de plaquetas. 
PDGFRA. Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas, 
polipéptido alfa 
PI3K. Fosfatidilinositol 3-quinasa 
PKHD1. Gen de la enfermedad renal poliquística 1 
PLS-DA: Análisis discriminante de mínimos cuandrados parciales 
PTEN. Fosfatidilinositol-3,4, 5-trisfosfato 3-fosfatasa 
PTK9. Proteína tirosina quinasa 9 
QT (BCNU). Quimioterapia  por carmustina 
  
 
QT-T. Quimioterapia -Temozolomida 
RAB7A. Miembro de la familia de oncogenes RAS 
RARB. Receptor β del ácido retinoico 
RASSF1. Miembro 1 de la familia de asociación de dominios Ras. 
RIN. Valor de integridad del RNA 
RMN. Resonancia Magnética Nuclear 
ROCK1. Proteína quinasa 1 que contiene una hélice super errollada a Ro 
RT Radioterapia 
RT. Transcripción reversa 
RTK. Receptores tirosina quinasa 
RYBP. Proteína de unión a RING1 y a YY1 
SAMHD1. Dominios SAM y HD que contiene Trifosfato de 
deoxinucleósido 1 
FBS. Suero bovino fetal 
SCN1A. Canal de sodio neuronal, subunidad 1 
SNC. Sistema Nervioso Central 
STAT.  Transductor de señal y activador de la transcripción 
T. Trisomías del cromosoma 7 
T. Temporal 
TAC. Tomografía axial computarizada 
TBST . Tampón salino Tris y Tween  
TCGA. Atlas Genómico del cáncer 
TERT. Gen de la telomerasa transcriptasa reversa. 
TGF-α. Factor de crecimiento transformante alfa. 
TIMP3. Inhibidor 3 de la metalopeptidasa 
TKIs. Inhibidores tirosina-quinasa 
TP73. Proteína tumoral 73 
TSC2. Complejo de esclerosis tuberosa 2 
TS-miRs. Micro-RNAs que actúan como genes supresores tumorales 







































1.1 Tumores gliales:  Glioblastoma  
 
El glioblastoma (GB) es el tumor primario más común entre las 
neoplasias gliales, constituyendo una de las entidades neoplásicas malignas 
más agresivas del organismo, con una supervivencia media de 12 meses 190.  
Es por esta razón que la investigación sobre su comportamiento y los 
posibles tratamientos han venido en ascenso en los últimos años. 
La Organización Mundial de la Salud (OMS) en el año 2000, 
posteriormente en el 2007 190 y finalmente en el 2016 191 definieron el 
glioblastoma como un tumor glial astrocítico junto con otras neoplasias 
gliales astrocitarias del Sistema Nervioso Central (SNC).  
Los glioblastomas primarios (astrocitoma grado IV) son neoplasias 
que aparecen por primera vez en un paciente sin antecedentes previos de 
astrocitoma, y son la variante más frecuente de estos tumores; por otra parte, 
los glioblastomas secundarios pueden originarse de un astrocitoma difuso 
(grado II), o de un astrocitoma anaplásico (grado III) 221. En la última 
clasificación de la OMS (2016), identifican el glioblastoma primario con el 
glioblastoma IDH negativo 191. 
Estos subtipos de glioblastoma se desarrollan a través de diferentes 
vías genéticas, mostrando perfiles de expresión génica propios y pueden 
diferir en su respuesta a la radioterapia y a la quimioterapia.  
 
1.1.1 Aspectos clínicos 
 
Epidemiología e incidencia  
 
Su incidencia en los países de Europa y América del Norte oscila 
entre 3 y 4 casos por 100000 habitantes por año 190. Puede manifestarse a 
cualquier edad, pero aparece con más frecuencia entre la quinta y la séptima 
década de la vida. Se ha visto una prevalencia de este tumor en el sexo 
masculino con respecto al femenino en una ratio que oscila 1,26-1,5 con 
dependencia del país 190.  
Se presenta en los hemisferios cerebrales, siendo menos frecuente su 
localización en el tronco del encéfalo o la médula espinal. Al igual que todos 
los tumores cerebrales, excepto en casos muy raros, no se expande más allá 
de las estructuras del Sistema Nervioso Central 190. 




La aparición de estos tumores es habitual en la región anterior del 
cerebro, especialmente en la sustancia blanca subcortical de los hemisferios 
cerebrales. La localización más frecuente es en los lóbulos frontales (40%), 
seguida de los lóbulos temporales (31%), y parietales (24%). Sin embargo, 
los lóbulos occipitales (16%) son una localización muy poco común 26,190. 
   
Factores de riesgo y evolución 
La etiología del GB es compleja de explicar, actualmente no se 
conocen con exactitud las causas reales que lo provocan. Análisis 
epidemiológicos señalan que en su desarrollo se asocian factores ambientales 
y de exposición a carcinógenos. Los factores de riesgo evaluados que pueden 
estar implicados en la formación del GB son: radiaciones ionizantes, no 
ionizantes, exposición a compuestos químicos, a virus, exposición a 
sustancias carcinógenas, presencia de mutaciones y factores hereditarios 81, 
248.  
Con frecuencia el tumor crece hasta alcanzar un gran tamaño y 
volumen sin haber dado ningún signo o síntoma de su presencia, frustrando 
así los intentos de un diagnóstico o terapia temprana. 
Los síntomas son derivados de la localización, del crecimiento 
directo del tumor, de la compresión local y del aumento de la presión 
intracraneal 154. Los principales síntomas son cefalea, náuseas, vómitos, 
dilatación de los vasos cerebrales con alteraciones de la retina, hemiparesia, 
hemianestesia, hemianopsia, diplopía, afasia y crisis convulsivas, los cuales, 
son similares a los de una masa expansiva en el interior del cráneo, que 
aumenta la presión intracraneal 190. Las crisis comiciales se presentan como 
un síntoma general. Aproximadamente un tercio de los GB se diagnostican 
después de una crisis comicial, la cual puede dar información sobre la 
localización del tumor 190. 
 
Patrones radiológicos 
La presencia de un tumor cerebral se detecta con eficacia a través de 
la tomografía computarizada (TAC) y la resonancia magnética (RM).  
La heterogeneidad radiológica se debe a que suele ir acompañado de 
lesiones hiperintensas, hemorragias, y calcificaciones que le confieren un 
aspecto muy dispar. Las masas tumorales están pobremente delimitadas, 




exhiben áreas necróticas y formación de áreas sólidas que ocasionan señales 
mixtas. Todo ello es la expresión de un rápido crecimiento y por lo tanto de 
una elevada malignidad 26. 
La utilidad de ambas técnicas es para poder determinar la extensión 
del tumor, número de lesiones, tamaño y zonas afectadas; así como  posibles 
complicaciones secundarias al tumor. 
Tratamiento  
El glioblastoma es una neoplasia que responde mal a los diferentes 
modelos de acción terapéutica. Ello se debe a diferentes factores entre los 
que destaca la resistencia de las células tumorales a los tratamientos 
convencionales, a la suceptibilidad del tejido nervioso a la acción 
terapéutica, a la existencia de barrera hematoencefálica que limita la acción 
quimioterapica.  
En general se plantean dos patrones de acción terapeutica, el 
tratamiento de apoyo y el tratamiento curativo. El tratamiento de apoyo tiene 
como objetivo paliar los síntomas y mejorar las funciones neurológicas del 
paciente 315, mientras que el tratamiento curativo comprende la cirugía total, 
la radioterapia y la quimioterapia. El carácter infiltrante del tumor y la 
proximidad de áreas funcionalmente importantes hace que la cirugía tenga 
una efectividad parcial; reduce la masa tumoral, permite un alivio de los 
síntomas, y facilita las terapias coadyuvantes mejorando ligeramente la 
supervivencia 17,115. 
La radioterapia mejora sustancialmente la evolución. Se suele 
administrar de 58-60 Gy abarcando el lecho del tumor y unos 2,5 cm 
aproximadamente de margen. Los casos de curación completa por 
radioterapia son muy raros  229. 
La quimioterapia estándar se basa en el uso de agentes alquilantes, 
aunque en los últimos años se han incrementado los ensayos y estudios 
combinados con fármacos dirigidos contra dianas moleculares específicas.  
Los agentes quimioterapéuticos más usados son las nitrosureas 
principalmente BCNU (Carmustine bis-chloroethyl nitroso urea) y la 
temozolomida, este último es un fármaco alquilante con bajo efecto tóxico 
que mejora la penetración en el SNC repecto a otros fármacos 268,326.   
Otras acciones terapéuticas como la quimioterapia local consisten en 
la implantación en la masa tumoral, tabletas de polímeros impregnadas con 




carmustina (Gliadel), permitiendo aumentar la supervivencia en 2-3 
meses176. 
La búsqueda de nuevos agentes antineoplásicos, de nuevas 
modalidades quirúrgica, de nuevas biomoléculas, así como los ensayos de 
inmunoterapia son las estrategias terapéuticas que se deben estudiar e 
implantar para mejorar la supervivencia de los pacientes. 
 
1.1.2 Neuropatología  
 
El glioblastoma es una neoplasia neuroectodérmica de rápido 
crecimiento, con una población heterogénea de células tumorales 
astrocitarias pobremente diferenciadas con pleomorfismo, necrosis, 
proliferación vascular y actividad mitótica.  
 
Descripción macroscópica  
Se presenta preferentemente como una lesión unilateral, pero en 
ocasiones se puede encontrar con una apariencia multifocal con 
localizaciones distantes 23. Los glioblastomas en los hemisferios cerebrales 
suelen ser intraparenquimales con aparente origen en la sustancia blanca. 
Las masas tumorales son de  color grisáceo, junto con otras de color 
amarillo y marrón, estas  variaciones de color se corresponden con las zonas 
necróticas y hemorrágicas y con el  patrón morfológico heterogéneo del 
tumor. La consistencia es variable, sólida en las áreas periféricas y blandas 
en las centrales 26. En ocasiones son sorprendentemente grandes en el 
momento de la presentación, ocupando un gran volumen del lóbulo 
afectado154.  
Los patrones de inflitración de estas lesiones son meningeales, 
subependimales e intraventriculares, utilizan con frecuencia los tractos de 
fibras (cuerpo calloso) para su difusión, sin embargo, no hay una vía 
definida de expansión. A pesar de la elevada agresividad, los GBs casi nunca 









Descripción microscópica  
Microscópicamente, el glioblastoma se define por su alta 
heterogeneidad.  Los criterios morfológicos en estos tumores son: ser un 
tumor anaplásico con diferentes poblaciones celulares, acompañadas de 
proliferación vascular con formaciones glomerulares, y presencia de necrosis 
extensa 37,236.  
Según la capacidad infiltrante de los glioblastomas, pueden 
desarrollar un patrón nodular o difuso. El patrón nodular está definido por un 
cambio brusco, significativo entre la densidad celular del tumor y el límite 
periférico de tejido nervioso. El patrón difuso se caracteriza porque la 
densidad celular decrece progresivamente, no diferenciándose un límite claro 
entre el tumor y el tejido nervioso, va infiltrando poco a poco llegando a 
ocupar grandes áreas del tejido nervioso sin un borde definido. Aunque la 
infiltración de células neoplásicas es observable, el patrón de infiltración 
difusa limita la capacidad de resección quirúrgica por la extensión de las 
células neoplásicas a distancia 5, 57, 250, 335.  
Dos de los criterios diagnósticos fundamentales en el glioblastoma 
además del componente celular son la hiperplasia vascular y la necrosis.  
La proliferación microvascular es una característica propia del GB. 
El crecimiento displásico de los vasos, la formación de redes con patrón 
pseudoglomerular, la proliferación endotelial y de las células periféricas a 
los vasos, definen estas estructuras que aparecen en el tumor. 
La necrosis es igualmente un criterio diagnóstico. Se presenta en 
forma de extensas áreas asociadas a haces vasculares trombosados, o bien a 
necrosis de poca extensión (micro necrosis) o mostrando patrones 
serpenteantes 233,234. Como consecuencia de todas estas alteraciones 
vasculares se producen amplias regiones de necrosis. 
Patrones histológicos 
La celularidad característica de los glioblastomas es muy 
heterogénea en cuanto a su composición y al grado de diferenciación. Una 
parte de la población neoplásica mantiene patrones celulares astrocitarios, y 
junto a ella se presentan diferentes tipos celulares: células pobremente 
diferenciadas, fusiformes, redondas o pleomórficas y, ocasionalmente, 




células gigantes multinucleadas, células pequeñas indiferenciadas, 
gemistocitos, células oligo-like, células lipidizadas y granulares 117. 
Los diferentes tipos celulares pueden aparecer de forma pura en 
algunos casos, pero normalmente son variables en su predominio. La 
mayoría de casos muestran predominio de células estrelladas, irregulares o 
fusiformes. Estas células tienen núcleo ovalado hipercrómico, con nucleolo 
visible y un citoplasma bipolar. Se disponen continuamente a lo largo de 
toda la lesión o en grupos sin forma definida. También infiltran difusamente 
la sustancia blanca y las mitosis son frecuentes y normales 37,117. 
 
El glioblastoma de célula pequeña no es considerado una variante, 
sino un patrón morfológico celular predominante. Este patrón se identifica 
microscópicamente cuando hay una población monomórfica de células 
pequeñas exclusiva o predominante, fusiforme, densamente empaquetada 
con núcleos hipercromáticos. La proliferación vascular, la necrosis y la 
inmunoreactividad frente a GFAP pueden ser bajas, mientras que se observa 
una marcada actividad proliferativa 26,154, 230.  
El glioblastoma con componente oligodendroglial o también 
conocido como “oligo-like”, presenta un patrón morfológico con 
diferenciación oligodendroglial. Microscópicamente las células oligo-like 
presentan núcleos hipercromáticos redondeados, asociados con halos 
perinucleares y escasas proyecciones citoplasmáticas. Las áreas de 
diferenciación oligodendroglial son variables en tamaño y frecuencia. 
Pueden aparecer en distribución compacta o de modo difuso que es más 
frecuente.  La presencia de un componente oligodendroglial dentro de un 
glioblastoma se considera un factor pronóstico más favorable; uno de cada 
cinco pacientes con un 30% o menos de células “oligo-like” sobrevive 
períodos de 1-2 años con un tratamiento quimioterápico 154,302, 307.   
En el otro extremo de diferenciación están los gemistocitos y 
astrocitos fibrilares. Los gemistocitos tienen un citoplasma abundante, no 









1.1.3 Variantes dentro del GB  
 
Los gliosarcomas son una variante poco frecuente del glioblastoma 
(aproximadamente el 2%), y se caracteriza por presentar un componente 
glial y otro sarcomatoso16. A nivel macroscópico es un tumor que está 
delimitado. Presenta mucho tejido conectivo que le confiere un aspecto más 
encapsulado, aunque puede diseminarse infiltrando los tejidos próximos 190. 
Los glioblastoma de células gigantes son una variante poco frecuente 
que constituye el 1% de los tumores cerebrales y el 5% de los glioblastomas. 
Microscópicamente presenta una prevalencia de células bizarras, gigantescas 
(hasta 400 μm de diámetro) y multinucleadas (más de 20 núcleos) 190. 
También aparecen pequeñas células sincitiales, fusiformes y presenta una 
alta frecuencia de mutaciones en el gen TP53 154. Esta variante se ha 
considerado de mejor evolución que el glioblastoma habitual debido a que se 
encuentra mejor delimitada, y por sus aparentes características no 
infiltrantes154. 
 
Recientemente, la OMS en 2016 191, ha clasificado los GB en 
glioblastoma IDH no mutado, glioblastoma IDH mutado y glioblastoma 
NOS de origen desconocido. El GB IDH no mutado se corresponde con 
mayor frecuencia con el GB primario definido clínicamente, presente en el 
90% de los casos de GB y predominante generalmente en pacientes de más 
de 55 años de edad 219. Por su parte, el GB IDH mutado se corresponde 
estrechamente con el GB secundario y surge preferentemente en los 
pacientes más jovenes 219, representando   aproximadamente el 10% de los 
casos. 
El GB NOS, es una clasificación diagnóstica que se reserva para 
aquellos tumores en los que no se puede completar o realizar la evaluación 
del IDH. 
Dentro del GB IDH no mutado se agrupan las variantes de GB ya 
conocidas de gliosarcoma y glioblastoma de célula gigante 190, y nueva 
variante provisional de glioblastoma en esta nueva clasificación: el 
glioblastoma epitelioide. Esta variante presenta grandes células epitelioides 
con abundante citoplasma eosinofílo, cromatina vesicular y nucleolos 
prominentes. Se presenta como masas cerebrales superficiales, y es más 
común en niños y adultos jóvenes 191.  




1.1.4 Características inmunohistoquímicas  
 
El GB es considerado una neoplasia astrocítica que expresa como 
elemento diferencial la proteína gliofibrilar ácida (GFAP). GFAP es una 
proteína antigénica, que está involucrada en el mantenimiento de la forma, 
movimiento y función de las células astrogliales 190. En el GB las células 
conservan cierta diferenciación astrocítica y son fuertemente positivas, cabe 
destacar la notable tinción en los gemistocitos. Las células gigantes 
multinucleadas son las más variables en su expresión de GFAP 154.    
Cabe destacar, que la proporción de células reactivas que expresan 
GFAP varía debido a la elevada heterogeniedad celular del GB.  La 
intensidad de la expresión de GFAP es altamente variable. Dentro de un 
tumor puede haber regiones sin expresión, como por ejemplo regiones con 
alto contenido de células pequeñas anaplásicas. Hay una tendencia a la 
ausencia de expresión conforme el tumor va progresando, pero no se 
considera que tenga un valor pronóstico 190. 
 
Las células de este tumor expresan también el antígeno Ki-67 que se 
define por su reactividad con el anticuerpo monoclonal murino MIB-1. Es 
considerado un marcador de la proliferación de células neoplásicas. Esta 
proteína Ki-67 se expresa predominantemente durante todas las fases activas 
del ciclo celular (G1, S, G2 y M), estando ausente en las células quiescentes 
(G0).  El antígeno se detecta exclusivamente en el núcleo en interfase,  y los 
índices de expresión en el GB son elevados 148. El antígeno Ki-67 muestra 
una correlación directa con el incremento del grado histológico en los 
gliomas. Los estudios utilizando este marcador en glioblastomas no han sido 
concluyentes para establecer un factor pronóstico o predictivo de 
supervivencia, debido probablemente a la presencia de áreas heterogéneas 
con diferente curso proliferativo dentro del tumor 37. 
 
La proteina p53 actúa como un supresor tumoral, y aparece alterada 
en la mayor parte de las neoplasias. La proteína p53 funciona, al menos en 
parte, como un factor de transcripción que controla la expresión de los genes 
diana que median la detención del ciclo celular, reparación del ADN, y 
apoptosis 22. La inactivación mutacional del gen de TP53 y la presencia de la 




expresión de p53 aberrante aparecen en el GB, lo que sugiere que p53 tiene 
un papel en la progresión tumoral 210, 243. 
La sobreexpresión del receptor de membrana EGFR se detecta en más 
del 60% de los GBs, siendo poco frecuente en GBs secundarios y en otras 
neoplasias astrocíticas. Este gen codifica para una proteína de 170KDa, la 
cual es la responsable de la unión a ligandos extracelulares como EGF y 
TGF-α, y para las señales de trasducción y proliferación 72,190. Un estudio 
ampliado del EGFR se describe en el apartado 1.2.1.   
 
1.2 Características genéticas: del estudio citogenético al estudio 
molecular  
 
Existen diferentes factores genéticos implicados en el desarrollo de 
los glioblastomas, identificándose múltiples alteraciones en genes que 
controlan directamente la proliferación y muerte celular. A pesar de los 
estudios citogenéticos y moleculares realizados, no existe todavía un patrón 
genético único que tipifique a este tumor. 
Los estudios citogenéticos, muestran diferentes anomalías numéricas 
y estructurales en estos tumores. En el grupo de las anomalías numéricas, las 
más frecuentes son la ganancia del cromosoma 7 en el 42% de los casos, la 
pérdida del cromosoma 10 en el 35,2% y la pérdida de cromosomas 
sexuales. Entre las anomalías estructurales cabe destacar las reordenaciones 
en 9p y la presencia de dobles minutes 21,27,196,206.  
 
Durante el proceso carcinogénico del glioblastoma, sus células 
presentan alteraciones como amplificación génica o aneuploidía, las cuales 
son manifestaciones de inestabilidad genómica. Para detectar estos cambios 
se han utilizado técnicas como la hibridación in situ de fluorescencia (FISH). 
Mediante sondas pericentroméricas que permiten la detección de 
aneuplodías a nivel tanto del núcleo interfásico como de los cromosomas, y 
mediante el uso de sondas específicas para detectar otras alteraciones 
cromosómicas. 
Son varios los autores que han utilizado una sonda centromérica del 
cromosoma 7 para comprobar la sobrerrepresentación de este cromosoma. 
Esta ganancia se ha visto en porcentaje variables entre el 55%-83% según las 




series analizadas 6,185,191. Otro cromosoma estudiado ha sido el 10, debido a 
su frecuente pérdida en los estudios de citogenética convencional. Se ha 
observado una pérdida de este cromosoma en el 45% al 75% de los casos 
estudiados 6,185. 
En un intento de definir poblaciones o clones tumorales, mediante 
estudios de asociación entre estos dos cromosomas, se han estudiado series 
de GB con las dos sondas simultáneamente. Estos estudios de asociación han 
revelado la presencia de varios clones, siendo el más frecuente la asociación 
de la trisomía 7 con la monosomía 10, presente en el 35%-70% de los casos 
estudiados 185, 214 . 
Las pérdidas de cromosomas sexuales son habituales en los cariotipos 
de GB. Este hecho se ha confirmado mediante FISH, observándose una 
pérdida del cromosoma Y en el 60%-70% de todos los GB de varones y 
pérdida del cromosoma X en el 55%-65% de GB en mujeres 228. 
 
A nivel molecular, las alteraciones genéticas encontradas en las 
células tumorales se puedan agrupar de manera amplia en dos tipos según 
sean los tipos de genes reguladores que afecten: oncogenes y genes 
supresores 240.  
En el GB los oncogenes como el EGFR (7p12), PDGFR (4q12), 
MDM2 (12q13~q15), CDK4 (12q13~q15), así como genes supresores de 
tumores como TP53 (17p13), INK4A-ARF (9p21), PTEN (10q23.3) y RB1 
(13q14.2) son los que presentan más frecuentemente alteraciones 
genéticas21,58, 93,114,294. 
A nivel mutacional, los estudios de secuenciación realizados hasta el 
momento, permiten estudiar las frecuencias de mutaciones somáticas 
puntuales, y significativas en el glioblastoma. Los genes más frecuentemente 
mutados son: TP53 (31%-37%), PTEN (24%-33%), NF1 (15%-17%), EGFR 
(14%-17%), IDH1 (11%), RB1 (8%-12%), PIK3CA (7%-10%), ERBB1 
(7%)188, 227,279,280, 281. 
 Recientemente se han detectado mutaciones en otros genes como el 
gen de la telomerasa transcriptasa reversa (TERT) que aparece en el 70%-
80% de los casos, una subunidad del complejo telomerasa que su expresión 
está asociado a peor pronóstico en tumores cerebrales como el glioblastoma5, 
151, 260, 298. En general, las mutaciones en TERT predicen peor pronóstico en 
pacientes sin mutaciones de IDH1/2, y a la vez las mutaciones del TERT 




pueden estar asociadas a un pronóstico más favorable y larga supervivencia 
en pacientes con diagnóstico de gliomas que presentan la mutacion de 
IDH1/2 5, 151,165. 
Otro gen recientemente estudiado es el ATRX, las mutaciones del gen 
ATRX se han encontrado en diversos subtipos y grados de gliomas, y 
llevaron a perfilar el pronóstico de los gliomas malignos en combinación con 
es estado del IDH y del 1p/19q. Las mutaciones en ATRX están asociados 
con la pérdida de la expresión de la proteína ATRX nuclear, convirtiéndolo 
en un biomarcador candidato prometedor para el pronóstico en el entorno 
neuropatológico 101,147. 
 
Otras alteraciones encontradas en GBs son modificaciones 
epigenéticas, consideradas como cambios en la expresión génica que se 
originan por una modificación covalente en el DNA y/o cambios en las 
proteínas histonas. Durante la progresión de este tumor se ha visto 
inicialmente una pérdida progresiva del contenido de metilación globlal del 
DNA.  
En GBs, la hipometilación afecta tanto a secuencias repetitivas como a 
un locus de copia única. En cuanto a la hipermeltilación se ha visto que 
afecta a la región promotora de genes como RB1, CDKN2A/B, PTEN y TP53 
implicados en las rutas de señalización más importantes relacionadas con 
EGFR, y cuya función está implicada con la carcinogénesis y la progresión 
tumoral 19,38,74,75.  
Dentro de este tipo de alteraciones, una de las más importantes es la 
metilación en el promotor de MGMT (Metilguanidina ADN Metiltranferasa), 
encontrándose en el 40 % de los glioblastomas primarios y con asociación a 
un silenciaciamiento postranscripcional en este gen. Se ha demostrado que la 
hipermetilación de MGMT puede ser un marcador predictivo de la respuesta 
a la quimioterapia alquilante en estos tumores 5,29,113,313. 
De todas las alteraciones moleculares es la amplificación de EGFR la 
que esta implicada más frecuentemente en GBs. Está presente en el 45%-
70% de los casos de glioblastoma primario, considerándose como un 
marcador primario en la biopatología de este tumor 187, 220, 221. 




1.2.1 Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR): 
Características y papel en la biopatología del glioblastoma 
 
El receptor del factor de crecimiento epidérmico EGFR es un receptor 
celular que pertenece a la familia de receptores tirosina quinasa ErbB y se 
caracteriza por presentar dos regiones ricas en residuos de cisteína en la 
parte extracelular de la molécula, y está codificado por el gen c-erbB-1 o 
Her-1, situado en el cromosoma 7, en la región 7p12 155 (Figura 1). 
                                      
Figura 1. Localización del gen Her-1 que codifica para el receptor del 
factor de crecimiento epidérmico (EGFR), situado en el cromosoma 7, en la 
región 7p12. 
 
Los receptores de la familia de EGFR juegan un papel determinante 
en el desarrollo normal de la célula, la diferenciación, migración, reparación 
celular y apoptosis. Se ha demostrado que el incremento en la expresión o 
desregulación del receptor EGFR y/o en uno de sus ligandos principales, 
pueden provocar que éste se encuentre activado. Estas alteraciones 
representan una característica común de numerosos tumores humanos 
sólidos, incluidos el cáncer de pulmón, colorrectal, de ovario y del SNC. 
Además se ha encontrado una correlación de éste fenómeno con una 
patología más agresiva y un peor pronóstico 67,223. 
 
1.2.1.1 Estructura y dimerización 
 
EGFR es una glicoproteína de membrana que posee cuatro grandes 
dominios. Pueden existir diferencias sustanciales en la longitud y 
composición del dominio extracelular, pero básicamente se componen de un 




sitio de unión al factor de crecimiento epidérmico EGF, y otra serie de 
subunidades que pueden estar presentes o ausentes, dependiendo de la 
subfamilia de ligando que se trate 44. Posee un dominio extracelular formado 
por dos subdominios de unión a ligandos (L1 y L2) y dos dominios ricos en 
cisteína (S1 y S2), del que S1 permite la dimerización de EGFR con un 
segundo receptor ErbB. SH1 es la región con actividad tirosina-quinasa y 
reside en el citoplasma celular, posee seis residuos tirosina disponibles para 
transfosforilación. El dominio transmembrana y el dominio yuxtamembranal 









Figura 2. Estructura esquemática del monómero de EGFR.  
La dimerización se consigue por la interacción del dominio S1 de la 
región extracelular con un ligando produciendo un complejo ligando- 
receptor. Para que un receptor tirosina-quinasa se active es necesario que se 
oligomerice. Este proceso puede ocurrir por varios supuestos, entre ellos por 
unión a ligandos, por incremento en la expresión del receptor, o por 
alteraciones moleculares que hacen que éste se encuentre muy activado90.  
Los receptores de la familia ErbB son activados por dimerización. 
En ausencia de ligandos los receptores EGFR residen en la membrana de la 
célula de forma inactiva, distribuidos uniformemente por su superficie. Es 
necesario que ocurra la dimerización o la oligomerización del receptor para 
que presente actividad quinasa, desencadenando cascadas de señalización 




intracelular que activan rutas como: PI3 Kinasa/ AKT, RAS/ MAP Kinasa, 
c-myc, protein kinasa C y STAT. Todas estas vías conducen a la célula a 
activar la transcripción de genes específicos que inducen proliferación 
celular, resistencia a apoptosis, invasión tumoral y angiogénesis; en 
definitiva a una transformación neoplásica maligna 169, 216,240 . Por tanto, el 
dominio intracelular del receptor transmite una señal extracelular hacia el 













Figura 3. Esquema del proceso de dimerización del receptor EGFR.  
1.2.1.2 Amplificación del EGFR 
 
La amplificación del gen EGFR es la alteración más frecuentemente 
detectada en glioblastomas y a menudo se asocia con reagrupamientos 
génicos 191. La amplificación génica suponen la duplicación de ciertas 




regiones del DNA que conducen a la existencia de múltiples copias de un 
gen.  
Diferentes autores han publicado la amplificación del EGFR en 
glioblastomas. El porcentaje de estos tumores con amplificación del EGFR 
se situa entre el 40-50% de los casos 123,138,240,264. Sin embargo, algunos 
autores amplían este rango hasta el 73% 187,198. Estas diferencias se han 
atribuido a las diferentes metodologías utilizadas (PCR, FISH, Southern-
Blot). 
A nivel citogenético la amplificación génica se puede presentar 
fundamentalmente de dos maneras: como copias extracromosómicas, 
llamados “dobles minutes” (dmin), o como copias repetidas en tandem o 
invertidas dentro de una región cromosómica; citologicamente estas últimas 
se visualizan como regiones cromosomicas homogeneamente teñidas (HSR). 
Estas dos formas son interconvertibles, y rara vez se presentan 
simultáneamente. Una tercera forma de amplificación observada 
preferentemente en líneas celulares es la inserción genómica, en la que las 
copias de un determinado gen se distribuyen en varias localizaciones en los 
cromosomas 4,163. 
 
Con los estudios de FISH y PCR se han podido identificar diferentes 
patrones y niveles de amplificación de EGFR en GB. Considerando el 
número de copias y el tipo de amplificación de EGFR se han podido dividir 
estos tumores en tres grupos: GBs con un alto nivel de amplificación, con un 
gran número de copias del gen por núcleo, con expresión citogenética en 
forma de dmin; GBs con un bajo nivel de amplificación, con un pequeño 
número de copias por núcleo, un porcentaje pequeño de células afectadas y 
una expresión citogenética de inserciones en locus diferentes del cromosoma 
7; y GBs sin amplificación de EGFR 186,187 (Figura 4). La amplificación de 
EGFR se ha observado asociada con el aumento en el número de copias del 
cromosoma 7 total o parcial, que como hemos comentado anteriormente, es 
la anomalía cariotípica más frecuente encontrada en el GB 185,186,240. 
 





Figura 4. Modelos de amplificación de EGFR en glioblastomas. A) 
Amplificación génica en forma de dobles minutes. B) Amplificación génica en 
forma de inserciones en el cromosoma 7. 
La mitad de los casos con amplificación de EGFR presenta también 
reordenamientos del gen, lo cual repercute en una considerable variedad de 
alteraciones cualitativas y estructurales del receptor, propiciadas por las 
diferentes mutaciones que puede sufrir el gen 72,83,240,255. La aparición de la 
deleción EGFRvIII es la alteración más frecuente, afectando al 67% de los 
GBs con EGFR amplificado 83, 174, 280, 281. Esta deleción se caracteriza por la 
pérdida de los exones del 2-7 que codifican para los aminoácidos del 
dominio extracelular 72, 271. EGFRvIII codifica para  un receptor con un peso 
molecular de 140KDa que se expresa o no  junto al normal de 170 KDa 255, 271 
(Figura 5). 
 
 Figura 5.  Diferencias entre la variante normal y la variante mutada de EGFR. 




La amplificación de EGFR se vincula con la actividad de las vías de 
señalización PI3K-AKT-mTOR y Ras-MAPK, la sobreregulación de estas 
vías se asocia con un mal pronóstico, pues son vías de transducción de 
señales que regulan la proliferación celular 127, 129. Las alteraciones genéticas 
del EGFR, incluyendo mutaciones, reordenamientos, splicing alternativo y 
amplificaciones focales, son las lesiones dominantes en los Receptores 
Tirosina quinasa (RTK) 85. 
1.2.1.3 Valor pronóstico y terapéutico de la amplificación de EGFR en el 
glioblastoma 
 
El valor pronóstico y terapéutico de la amplificación de EGFR no se 
conoce con exactitud y para ello se siguen buscando diferencias 
significativas en la supervivencia de los pacientes en los casos con y sin 
amplificación del gen 50,65,185,198,240,294,339. En el proceso de desarrollo de 
agentes terapéuticos que tienen como dianas específicas algún componente 
de las rutas de señalización, el receptor EGFR es una de esas dianas 
atractivas debido al papel importante que se le ha asignado en la patogénesis 
del glioblastoma 65,205.  
Existe un gran interés en diseñar inhibidores de la actividad tirosina-
kinasa en el receptor EGFR y en el resto de receptores de su familia 
estructural. Es esta la razón por la que se han desarrollado terapias contra el 
receptor, tanto agentes contra el dominio extracelular de unión a ligando 
como del dominio intracelular donde reside la propia actividad catalítica. La 
inhibición de la señal de EGFR debería producir un efecto citostático en las 
células de GB 105,122,205,240. 
Existe un amplio sustento experimental y clínico que avala el hecho 
de que el EGFR es un elemento clave en muchos cánceres y como 
consecuencia de ello, una diana terapéutica adecuada. De las múltiples 
estrategias estudiadas para inhibir al receptor, dos aproximaciones 
terapéuticas se han mostrado como las más consistentes 240: 
- Los anticuerpos monoclonales, que se unen al dominio externo del receptor 
con alta afinidad, compitiendo con sus ligandos naturales y bloqueando así, 
la activación de aquel.  




- Las pequeñas moléculas inhibidoras de la actividad enzimática tirosina-
quinasa del receptor (TKIs). Estas previenen la autofosforilación del 
dominio tirosina-quinasa intracelular del receptor.  
 
El abordaje farmacológico se ha realizado con otros enfoques, que si 
bien aún no se encuentran plenamente desarrollados, suponen una vía muy 
interesante para el desarrollo de nuevos fármacos. Estos incluyen: el uso de 
proteínas recombinantes, TGF o EGF conjugadas con toxinas (toxina de 
Pseudomonas aeruginosa); EGF conjugado con genisteina (un TKI natural 
de amplio espectro), vacunas contra EGFR; y el uso de oligonucleótidos 
antisentido frente al mRNA del EGFR, entre otros 9, 235,246,293.  
Una limitación importante para una mayor exploración del potencial 
terapéutico del EGFR es la falta de un buen modelo experimental, ya sea in 
vitro e in vivo, para el modelado de los enfoques dirigidos al EGFR, debido a 
que la amplificación y expresión del EGFR/EGFRvIII generalmente se 
pierde rápidamente en las células de glioblastoma en cultivos 89.  
 
 
1.2.2 Alteraciones moleculares en las vías de señalización relacionadas 
con EGFR en glioblastomas 
 
Diferentes vías de señalización están implicadas en el desarrollo del 
glioblastoma, estando alterados algunos de sus componentes. De ellas las 





/CDK4/RB1, muestran una misma 
tendencia, una mutua exclusión de alteraciones en los componentes de una 
misma ruta, lo que sugiere que las alteraciones son funcionalmente 
equivalentes. La desregulación simultánea de las tres vías es crítica en la 
patogénesis del GB, y se estima que están alteradas en un 77% de los  




Los receptores de crecimiento (EGFR, PDGFRA) se activan a través 
de la unión de sus respectivos ligandos (por ejemplo, EGF, TGF-a, PDGF) a 
su dominio extracelular, lo que resulta con el reclutamiento 




del fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) a la membrana celular. PI3K mediante 
fosforilaciones, activa AKT (proteína quinasa B) y mTOR. A su vez PTEN 
inhibe la señal de PI3K, inhibiendo el proceso de activación de AKT. 
También el gen supresor NF1, que codifica la neurofibromina, funciona 
como un regulador negativo de RAS. La inactivación de NF1 ocasiona la 
hiperactivación de Ras, alterando el control de la proliferación y la 
diferenciación celular 83,129.   
Además, es común observar la desregulación de otros componentes 
de estas rutas entre ellos, el gen PTEN que está mutado en el 15-40% de los 
glioblastomas primarios, pero es raro en los glioblastomas secundarios. 
Tanto las mutaciones como las amplificaciones en  PI3K son poco frecuentes 
(5% y 13% respectivamente), en ambos tipos de glioblastomas. Alrededor de 
dos tercios (63%) de los glioblastomas primarios y un tercio de los 
glioblastomas secundarios mostraron alteraciones en al menos uno de los 
tres genes: EGFR, PTEN, o PI3K. De manera global las alteraciones en esta 
















Figura 6 Esquema de las vías de señalización más importantes en GBs.  







La vía de TP53 puede estar alterada en muchos puntos, entre ellos 
los genes que controlan los niveles celulares de p53. Los niveles de p53 
salvaje se controlan postraduccionalmente por la actividad de la proteína 
MDM2. En situación normal se une a p53 y la lleva desde el núcleo al 
citoplasma donde la actividad de MDM2 como ubiquitina ligasa (E3) inicia 
el proceso de degradación. La sobreexpresión de MDM2 puede llevar a la 
acumulación de p53. A su vez p14
ARF
  se une a MDM2, produciendo así la 
estabilización del complejo 118,131,267.  Se ha descubierto un miembro 
adicional de la familia MDM2, denominado MDM4, que actúa como un 
importante regulador negativo de p53 287. 
Las mutaciones TP53 son significativamente más frecuentes en 
glioblastomas secundarios que en primarios (65% vs 28%). De las 
mutaciones de TP53 en los glioblastomas secundarios, el 57% se encuentra 
en los codones hot-spot 248 y 273, mientras que en los glioblastomas 
primarios, se distribuyen de manera más uniforme, G:C → A:T 189.   
La pérdida de expresión de p14
ARF 
debido a la deleción homocigótica 
o a la metilación de su promotor es frecuente en glioblastomas primarios 
(50%). Así mismo, la amplificación de MDM2 no es muy frecuente (<15%), 
y ocurre casi exclusivamente en glioblastomas primarios que carecen de una 
mutación en TP53. Al menos una alteración en la vía de TP53 /MDM2/ 
p14
ARF
 (mutaciones de TP53, deleción homocigótica de p14ARF, metilación 
del promotor de p14
ARF
, amplificación de MDM2) se ha observado en 
aproximadamente el 50% de los glioblastomas primarios, y en más del 70% 





La proteína RB1 controla la progresión a G1 en la fase S del ciclo 
celular. El complejo CDK4/ciclina D1 fosforila la proteína RB1, induciendo 
con ello la liberación de E2F, factor de transcripción que activa los genes 
implicados en la transición G1→S.  p16INK4a se une a CDK4, e inhibe el 
complejo CDK4/ciclina D1, y por tanto inhibe la transición G1→S. La 
pérdida de la función normal de RB1 puede resultar de la expresión alterada 
de cualquiera de los genes p16
INK4a
, CDK4, o RB1 60,309. La deleción 




homocigótica de p16INK4a, la amplificación de CDK4, y la pérdida de RB1 
son en gran parte mutuamente excluyentes; en general la frecuencia de estas 
alteraciones es del 50% en glioblastomas primarios y aproximadamente el 
40% en glioblastomas secundarios. La frecuencia global de alteraciones 
genéticas en esta vía de señalización es del 78% de los casos 280 . 
Cuando las alteraciones en estas vías de señalización las 
relacionamos con los GBs IDH no mutado y con los GBs IDH mutado, se 
han podido establecer los perfiles genéticos que caracterizan a estas dos 












Figura 7. Alteraciones moleculares más frecuentes implicadas en el GB. amp: 
amplificación; m: mutación.  
1.2.3 Patrones moleculares del glioblastoma según perfiles 
transcripcionales 
El estudio de los perfiles transcripcionales en los diferentes gliomas, 
han permitido establecer relaciones entre su biología y los estadíos del 
desarrollo neuroglial 34, 128, 231, 297. Por una parte, en los gliomas de grado III y 
grado IV se han considerado tres suptipos: proneural, proliferativo y 
mesenquimal, siguiendo la semejanza con el perfil de expresión génica con 
el tejido nervioso fetal y adulto (proneural), con células madre 
hematopoyéticas (proliferativo) y con varios tejidos de estirpe mesenquimal 
(mesenquimal).  




En estos estudios se ha observado que prácticamente todos los 
tumores de grado III, pertenecen a la categoría proneural, junto a un 
subgrupo de GBs en pacientes jóvenes con cursos clínicos prolongados. Por 
otro lado, los tumores recurrentes parecen cambiar su perfil de mRNA inicial 
hacia un perfil más mensenquimal.  
En GB primarios se han obtenido patrones similares en el estudio 
publicado por el TCGA (Atlas Genómico del cáncer) 280,297. Además de 
confirmar los patrones proneural y mesenquimal se identificaron dos 
patrones adicionales denominados clásico y neural. Cabe destacar que, al 
integrar estos resultados con datos del número de copias, transcripcionales, 
de secuenciación y proteómicos, los subgrupos de GB se correlacionan de 
forma efectiva con las alteraciones características de las vías de señalización 
más importantes en los glioblastomas primarios 5,34,297: la categoría clásica 
con alteraciones en EGFR (25%-30%), la categoría proneural con 
alteraciones en PDGFR, IDH1 o IDH2 (25%-30%) y la categoría 
mensenquimal con alteraciones en NF1 (30%-40%) 5, 127 (Tabla 1). 
El TCGA recoge los datos sobre las alteraciones moleculares y los 
cambios patológicos, y de esta forma se ha podido realizar una clasificación 
complementaria a la histológica para los GBs. En este sentido se mantienen 
para los glioblastomas primarios las clasificaciones de proneural, neural, 
clásico y mensenquimal. 





Análisis de los GB 
primarios 
Alteraciones moleculares en  
los GB primarios 
Proneural Proneural Amplificación o mutación en 
PDGF. 
Mutación en IDH1/2 
Mesenquimal Mensenquimal Deleción o mutación en NF1 
 










1.3  Factores epigenéticos: microRNAs y regulación génica  
 
Uno de los factores epigéneticos ya abordados en el apartado 1.2 fue 
la metilación en genes en el GB, en este apartado nos centraremos en lo que 
ha sido el descubrimiento de nuevos sistemas de regulación génica bajo el 
control de RNA de pequeño tamaño que ha tenido un impacto significativo 
en la biología molecular. Algunos de los genes implicados en las distintas 
vías de señalización están también regulados por miRNA, entre ellas, las 
vías de señalización dependientes de EGFR en el GB. 
 
1.3.1 MicroRNAs: Concepto, función y mecanismos de acción 
 
Los miRNA, son RNAs de pequeño tamaño, aproximadamente 23 
nucleótidos, de cadena sencilla, que actúan como moléculas reguladoras de 
la expresión génica, inhibiendo la traducción de proteínas uniéndose al 
mRNA y no codificando para proteínas 162. Juegan un papel muy importante 
en la regulación de la expresión porque pueden unirse por 
complementariedad con los RNA mensajeros de estas proteínas e inducir su 
represión post-transcripcional, además de inducir la activación de la síntesis 
proteica 13,295.  
La función de los miRNA, no está limitada a la represión de genes 
individuales, pudiendo también actuar modulando simultáneamente varias 
dianas y desreprimiendo otras con rápida reactivación. Juegan un papel 
importante en el desarrollo y diferenciación celular, controlando el ciclo 
celular y los procesos de envejecimiento y apoptosis 13. 
 
Existen trabajos publicados que indican que los miRNA regulan la 
expresión génica de formas diferentes actuando a nivel pos-transcripcional y 
de la traducción de proteínas 14,76,80. 
A nivel post-transcripcional, los miRNA en animales pueden inducir 
una degradación significativa de los mRNA diana. Una característica de los 
miRNAs es su apÁreamiento imperfecto con su mRNA diana. Generalmente 
se unen a la regíon 3' UTR (región no traducible) 14. Los miRNA promueven 
la degradación de los mRNA diana porque inducen la deadenilación del 
mRNA mediante la eliminación de la caperuza en el extremo 5' 77. Así 
mismo, los microRNA podrían también silenciar sus mRNA dianas 




secuestrándolos en sitios citoplásmicos discretos, los cuerpos de 
procesamiento de mRNA o P bodies, que carecen de maquinaria de 
traducción51. 
Por otra parte, a nivel de la traducción de proteínas, los miRNAs 
pueden incidir en sus tres etapas principales: iniciación, elongación y 
terminación de las cadenas polipeptídicas76 y pueden lograr: 
- la inhibición de la iniciación de la traducción. 
- la inhibición de la elongación de la traducción. 
- la degradación de la proteína durante la traducción. 
- la terminación prematura de la traducción (por disgregación de los 
ribosomas). 
Se conoce que la utilización de un mecanismo u otro depende del 
grado de complementariedad del miRNA y su mRNA diana. Si la 
complementariedad entre ellos es elevada o total se producirá la degradación 
del mRNA y si la complementariedad no es total se favorece la inhibición de 
la traducción 10. También se requieren varias regiones de unión de miRNAs 
para una interacción miRNA-mRNA diana de alta afinidad que suprima la 
traducción 183. 
Se ha estudiado la posibilidad de que los miRNAs realicen represión 
transcripcional y que a la vez estén relacionados con la regulación de la 
cromatina. Para apoyar esta hipótesis se ha observado que en la reciente 
predicción de genes diana de miRNAs hay proteínas modificadoras de 
histonas, entre ellas histonas metiltransferasas e histonas deacetilasas 177. 
Sin embargo, a pesar de las discrepancias existentes entre los 
diferentes mecanismos propuestos, los apoyos basados en modelos 
experimentales para cada mecanismo son variados, y son el objeto actual de 
intensos estudios, para tratar de elucidar los mecanismos exactos de 












Predicción de genes dianas de miRNAs 
Se han desarrollado varias plataformas computacionales que 
permiten la predicción de estos genes dianas y que se detallan en la tabla 2. 
La mayoría de algoritmos se basan en la complementariedad de secuencia 
miRNA-mRNA 99,177. 
Tabla 2. Bases de datos y fuentes para la predicción de diana de miRNAs 









Los resultados derivados del uso de estos algoritmos de análisis  
bioinformático han sido validados mediante ensayos experimentales in vitro 
e in vivo36, para reforzar, validar, y retroalimentar la capacidad y la fiabilidad 
de estos programas para predecir genes dianas. 
1.3.2 Los microRNAs en el desarrollo neoplásico 
 
La expresión de miRNAs se encuentra alterada en cáncer y la 
expresión anormal de estos es una característica común de los procesos 
neoplásicos; además del hecho de que los miRNAs humanos se encuentran 
localizados en regiones genómicas asociadas a cáncer 43,61. 
La expresión alterada de los miRNAs es un mecanismo que 
desencadena su ganancia o pérdida de función en las células cancerosas. 
Estos pueden encontrarse en las células dowregulated (con baja expresión) o 
upregulated (con sobreexpresión) 43. 
 
Existen diferentes mecanismos que alteran la expresión de los 
miRNAs, como son la activación de factores de transcripción oncogénicos; 
la presencia de alteraciones cromosómicas como la amplificación genómica, 




la deleción cromosómica, las mutaciones puntuales; y la metilación 
aberrante de los promotores 42, 110, 217. 
 
La expresión de algunos miRNAs esta inhibida en diferentes 
tumores actuando como genes supresores tumorales o TS-miRs, mientras 
que en otros se encuentran sobrexpresados actuando como oncogenes, 
también conocidos como onco-miRs 69, 162.  
Los miRNAs con niveles reducidos reflejan defectos en cualquier 
etapa de la biogénesis miRNA, lo que produce una expresión inapropiada de 
oncoproteínas. Este mecanismo se relaciona con aumento de la proliferación, 
invasión y angiogénesis, o con reducción de los niveles de apoptosis y 
diferenciación, potenciando la formación de tumores.  
 
Por el contrario, los niveles elevados de miRNA maduro podrían 
reflejar la amplificación del gen miRNA, un promotor constitutivamente 
activo, el aumento de la eficiencia en el procesamiento de los genes miRNA 
o aumento de la estabilidad de los genes miRNAs, por lo tanto la 
sobreexpresión de un miRNA oncogénico elimina la expresión de los genes 
supresores de tumores, que conduce a la progresión del cáncer (Figura 8). 






Figura 8. A) Esquema del funcionamiento del miRNA como supresor tumoral. 
Los signos de interrogante muestran defectos en cualquier etapa de la biogénesis 
miRNA  B) Esquema del funcionamiento del miRNA como un oncogén. Los 
signos de interrogante muestran incrementos de la eficiencia y procesado de 
miRNA durante  la biogénesis 304  figura modificada.  
 
 




miRNA con actividad supresora de tumor 
Uno de los primeros indicios sobre la participación de miRNAs en 
cáncer fueron los publicados por Calin en  2002 41, que observaron que miR-
15 y miR-16 se localizaban en una región cromosómica que se perdía de 
forma recurrente en la mitad de los casos con leucemia linfocítica crónica 
(CLL). En células normales estos miRNAs se encuentran con baja expresión 
y actúan como supresores de tumores teniendo como diana directa el mRNA 
de BCL2, sintetizándose la proteína anti-apoptótica BCL2. El gen BCL2 es 
considerado un oncogén que está frecuentemente sobrexpresado en CLL. 
Otro de los primeros miRNAs estudiados fue la familia de miRNA 
let-7, los cuales  tiene un rol importante en el cáncer de pulmón y colón. Se 
ha estudiado que actúa como supresor tumoral mediante la regulación del 
oncogen RAS inhibiendo la expresión del mismo 2,140. 
Desde entonces un largo número de miRNAs han mostrado una baja 
regulación en cáncer como, miR-143 y miR-145 en cáncer colorectal 3,237, 
miR-145 en cáncer de mama 132, y miR-129 en cáncer gástrico 137, entre otros 
(Tabla 3). 
miRNA con actividad oncogénica 
Los onco-miRs están frecuentemente sobreexpresados en cáncer y 
muestran una actividad proliferativa y antiapoptótica. En la tabla 3 se 
muestran algunos de los oncogenes más estudiados. 
   El miR-155 fue uno de los primeros onco-miRs identificados. Las 
primeras observaciones mostraron que la alta expresión de este miRNA   
estaba asociada a una variante más agresiva del tumor y a una baja 
supervivivencia en adenocarcinoma de pulmón y en leucemias 71. 
La región 13q21 se encuentra frecuentemente amplificada en 
tumores sólidos como gliomas, linfomas, cáncer de vejiga, tumores de 
cabeza y cuello, entre otros. La amplificación en esta región provoca la 
sobreexpresión de la familia miR-17-92 108. El miR-21 también se encuentra 
sobrexpresado en numerosos tumores como el cáncer de mama, páncreas y 
en GB. La actividad anti-apoptótica también se ha publicado como una 
característica de miR-21 256. La inhibición de miR-21 en cáncer de mama y 
en GB condujo a la inhibición de la actividad de  BCL-2, a la  reactivación 
de caspasas y al aumento de la apoptosis 47.  





Tabla 3. Ejemplos más relevantes de miRNAs involucrados en cáncer. 
miRNAs Actividad 
 
Dianas  Tipos de cáncer Referencias 
Familia 
Let-7 







































miR-145 ST Fli-1,MYC, 
IRS-1 




miR-379 ST AKT, FAK carcinomas 166 

























O LAST2 Tumor de célula 
germinal testicular 
301 










Aplicaciones de los miRNAs en el diagnóstico, pronóstico y terapia 
molecular de las neoplasias 
El estudio de los mecanismos de regulación de la expresión génica 
por parte de los miRNAs, ha permitido la generación de alternativas viables 
para el diagnóstico, pronóstico y el tratamiento de diversas enfermedades, 
fundamentalmente el cáncer.  
Los miRNAs tienen grandes ventajas porque son relativamente 
estables, y para el estudio de su expresión no se requiere gran cantidad de 
muestra. Se puede obtener de tejido fresco, tejido fijado en parafina, y de 
fluidos biológicos como suero, a través de una biopsia líquida o saliva que 
son vías menos invasivas para el paciente 120,225,306. 
Como método diagnóstivo, el uso de perfiles de miRNAs ayuda 
identificar una gran variedad de tipos tumorales, aplicándose en carcinoma 
de páncreas 244, carcinoma papilar de tiroides 109, el cáncer colorectal 11, y 
cáncer de pulmón 322.  Además, en situaciones donde el uso de perfiles de 
expresión de mRNA ha resultado ser poco sensible, se ha demostrado que 
los perfiles de expresión miRNAs se pueden usar para el diagnóstico 192, 239.  
Desde el punto de vista pronóstico han demostrado su utilidad como 
indicador de evolución clínica, de la tendencia a la recurrencia y a la 
metástasis 53, 215. Para elegir la terapia más eficaz, los perfiles de expresión de 
miRNA pueden llegar a ser una herramienta para la identificación de 
subgrupos de los pacientes que se beneficiarán de un tratamiento 
alternativo42.  
En el 2007, Wurdinger y Costa publicaron que se pueden utilizar 
métodos que corrijan la expresión de un miRNA que se encuentre 
desregulando la acción de un mRNA, lo que provoca una alteración 
molecular que conlleva a una patología, lo que podría dar como resultado la 
recuperación de una función normal. Por el contrario en enfermedades que 
vienen dadas por la desregulación de un patrón de expresión de mRNA y 
donde el perfil de miRNAs es normal, se podría intentar utilizar miRNAs 
naturales o sintéticos para normalizar los defectos de la expresión de 


















Figura 9.  Niveles en los que se plantea la posible interacción terapéutica sobre 
los miRNAs. ST. Supresores de Tumores. ONCO. Oncogenes.  
 
1.3.3 MicroRNAs en el gliobastoma 
 
Se han publicado patrones alterados de expresión de miRNA en GB. 
Algunos miRNAs específicos han demostrado ser supresores tumorales u 
oncogénicos. Aproximadamente el 30% de los miRNAs evaluados se 
presentan desregulados en varios estudios independientes 47,49,55,87,150,211,332 . 
Se han identificado miRNAs significativos en la biopatología del 
glioblastoma como: miR-21, miR-128, miR-181, miR-221/222, miR-137, 
miR-124, miR-7, entre otros 7,49,87, 94,150,167,195, 211,332.  
El primer oncogen identificado en glioblastoma fue el miR-21 47. 
Este miRNA es uno de los de mayor sobreexpresión en gliomas con respecto 
al tejido normal, lo que sugiere un papel oncogénico. EL miR-21 actúa como 
un oncogén que regula múltiples parámetros de malignidad en este tumor. La 
inhibición de este miRNA aumenta la apoptosis, disminuye el crecimiento e 




invasión y podría reducir la quimioresistencia 47,338. Se ha señalado que la 
alta expresión de este micro se relaciona con una baja superviviencia de los 
pacientes con GB 334. 
Ciafré 55 describe miRNAs que se encuentran con baja expresión 
como el miR-128 y la familia miR-181, que se comportan como supresores 
de tumores. El miR-128 tiene la capacidad de suprimir el crecimiento 
tumoral, por tener como dianas directas, genes que están implicados en la 
renovación de células madres. Además, se ha encontrado que este miRNA 
puede reprimir dos factores de crecimiento como son: EGFR y PDGFA, que 
se encuentran normalmente sobrexpresados en GBs 224. 
Los miRNAs miR-221 y miR-222 se encuentran sobrexpresados en 
GB. Su función se ha explorado de manera conjunta, pues tienen las mismas 
dianas moleculares. Se ha descrito que ambos, reprimen la expresión del 
regulador del ciclo celular p27 94,332. Por otro lado, se ha demostrado que las 
células de la línea celular U87 requerían una alta actividad de miR-221/222 
para mantener los niveles de p27 y el estado proliferativo, por lo que son 
considerados potenciales oncogenes172.   
El miR-137 se encuentra poco expresado en las células de GBs. En 
muchas ocasiones se ha estudiado su papel en relación a otros miRNAs por 
ejemplo, el miR-124. Estos estudios han demostrado su efecto 
antiproliferativo y anti-invasivo cuando esté miRNA se sobrexpresa, 
influyendo sobre la diana CDK6 259. 
Otros trabajos establecen la baja expresión del miR-7 en GBs. 
EGFR y IRS-2 fueron identificados como dos dianas directas del miR-7. La 
transfección del  pre- miR-7 disminuye la fosforilación de AKT y reduce la 
severa invasión de las células del GB 150. 
El miR-26 es un regulador de la expresión de PTEN, el cual es un 
regulador de la ruta AKT y tiene un papel central en la biología del 
glioma126.  
Una de las más interesantes investigaciones, es la relacionada con el 
circuito cerrado de regulación entre TP53 y miR-25/32, los cuales son 
regulados negativamente por TP53, pero a la vez estos miRNAs pueden 
estabilizar la proteína p53 y disminuir la tumorogenicidad, mediante la 
acción de estos sobre las dianas MDM2 y TSC1, tal y como se observó en 
células de la línea celular U87 de glioblastoma 272.  




Todos estos miRNAs están relacionados con las tres vías de 
señalización más  importantes  afectadas en glioblastoma (Figura 10). Es 
evidente que los miRNAs actúan como reguladores a diferentes niveles de la 
gliomagénesis. Regulan la proliferación (miR-7, miR-21, miR-128, miR-
221, miR-26a), la apoptosis (miR-21, miR-25/32) y la resistencia a 











Figura 10. Esquema que muestra la interacción de miRNAs con las vías 
RTK/RAS/PI3K p53 y RB en Glioblastoma.  
Otros microRNAs se han estudiado relacionados con los 
glioblastomas. El miR-148a que presenta actividad oncogénica, tiene 
utilidad pronóstica en este tumor. La expresión de miR-148a en muestras 
humanas de glioblastoma, líneas celulares, y células madre neoplásicas 
(GICs), es elevada, en comparación con el cerebro y astrocitos humanos 
normales. Los niveles altos son un indicador de riesgo para la supervivencia 
de los pacientes de glioblastoma. Funcionalmente, la sobreexpresión de miR-
148a aumenta el crecimiento celular, la supervivencia, la migración y la 
invasión de las células de glioblastoma y promueve la formación de 
neuroesferas. Se han identificado algunas dianas directas del miR-148a, el 




receptor EGFR, el MIG6 (gen 6 mitógeno inducible) y la proteína 
proapotótica BIM 152. 
 
Los estudios sobre el miR-338-5p han demostrado una disminución 
de la proliferación y una detención del ciclo celular en líneas celulares de 
GB24. Dado que la radioterapia es actualmente la principal modalidad de 
tratamiento en este tumor, se combinaron la sobreexpresión del miR-338-5p 
con radiación, lo que llevó a una disminución significativa de la 
proliferación celular, aumentó la detención del ciclo celular y la apoptosis, 
en comparación con las células que sólo habían recibido radiación. Para 
aclarar mejor el mecanismo de acción, se realizaron perfiles de expresión 
génica que revelaron una relación directa con los genes NDFIP1, RHEB y 
PPP2R5A. Estos genes están involucrados en respuesta al daño del DNA, en 
la proliferación y en la regulación del ciclo celular 24. 
Recientemente se ha demostrado que la sobreexpresión de miR-126 
suprime la proliferación de células de glioma y la invasión in vitro. KRAS 
que participa en la vía ERK es diana directa del miR-126 a través de la unión 
de dos sitios en la región no traducida 3 '(3'-UTR) del gen KRAS. Además, la 
sobreregulación de miR-126 contribuye a la activación aberrante de la 
señalización de ERK, e inhibe la proliferación celular y la invasión a través 
de la regulación de KRAS. Por lo tanto, se sospecha que el miR-126 podría 
ser una posible diana terapéutica para el glioma de alto grado 181. 
Los perfiles de miRNAs estudiados en GBs han sido realizados 
mediante microarrays de expresión. En este sentido, se han identificado en el 
TCGA 280 5 subgrupos de GBs utilizando perfiles de expresión de miRNAs y 
de mRNA 152.   
De acuerdo con esta agrupación los subgrupos de GBs son: ‘oligo 
neuronal', 'glía radial', 'neuronal', 'neuro mesenquimales', y 'astrocítico' 153. 










Tabla 4.  miRNAs que identifican los cinco subgrupos de glioblastoma 
relacionados con los precursores neurales.  
Subgrupos  miRNAs 
 





Glial radial 99b,125a,92b,30a-5p,125b,100,99a,let-7, 
let7d,26b,96,195,135ª,let7e,let7b,let7a,335, 








Esta agrupación apunta al origen de las células de tumores 
cerebrales, y revela el gran potencial de los miRNAs como elementos 
sensibles que ayudarían a identificar mejor la biopatología del glioblastoma, 
como un tumor que se presenta con una gran heterogeneidad 153. 
A pesar de todos estos avances, los estudios de los miRNA en el GB 
aún son escasos, y su relación con las vías de señalización, en particular, las 
dependientes de EGFR están por aclarar.  
 
1.3.4 Implicación de la familia de los miR-200 en la transición epitelio-    
mesenquimal 
 
La familia miR-200 consta de cinco miembros localizados en dos 
cromosomas distintos. Los miR-200a, miR-200b y miR-429 se encuentran 
en el cromosoma 1, y miR-200c y miR-141 se encuentran en el cromosoma 
12 157. 
Su función se asocia con la progresión tumoral, y juega un papel 
esencial en la transición epitelio-mesenquimal (EMT) 209,226.  




La transición epitelio-mesenquimal (EMT) es un concepto que 
surge para explicar procesos celulares en el desarrollo embrionario, y 
comparte muchas similitudes con la progresión del cáncer 66,283.  
Es un proceso celular complejo que refleja un alto nivel de 
plasticidad fenotípica, que define la conversión de células epiteliales en 
células de fenotipo mesenquimal con alta capacidad migratoria. Inicialmente 
las células epiteliales se encuentran unidas entre sí por uniones adherentes 
conformadas por proteínas como E-Caderina, cateninas y anillos de actina, 
entre otras. Durante la transición epitelio-mesenquimal, uno de los procesos 
que se produce, es la represión en la transcripción de los genes que codifican 
diferentes uniones intercelulares, perdiéndose la polaridad apico-basal de la 
célula.  Además, la célula sufre cambios en el citoesqueleto que promueven 
una constricción apical en la célula y una desorganización de la membrana 
basal. Estos cambios originan la migración celular (Figura 11). La 
reorganización de la caderina (el cambio de la E-caderina a N-caderina) es 
un sello distintivo de la EMT como motor de la pérdida de contacto célula a 
célula 144,145. 
 
Figura 11. Presentación esquemática de una transición epitelio - mesenquimal 
(EMT). 
En 2008, Park 226, identificó la familia miR-200 como un marcador 
importante para las células que expresaban la E-caderina, pero carecían de la 
expresión de vimentina. La expresión de miR-200 causó la sobrerregulación 
de la E-caderina en diferentes líneas celulares de cáncer de ovario, 
reduciendo la motilidad de las células. Por el contrario, la inhibición de  
miR-200 redujo la expresión de E-caderina, aumentó la expresión de 




vimentina, e indujo la EMT. Estos datos identifican al miR-200 como un 
potente marcador y factor determinante del fenotipo epitelial de las células 
cancerosas. 
 La E-Caderina (codificada por el gen CDH1) contribuye a retener 
un fenotipo epitelial, es considerada un inhibidor de la invasión y la 
migración en numerosas líneas celulares. La E-Caderina puede quedar 
inactivada por alteraciones en el gen CDH1, como pueden ser mutaciones 
somáticas, o hipermetilación del promotor del gen, causando la perdida de 
función. Sin embargo, el evento más frecuente es la inhibición de la 
trascripción de la E-Caderina por factores de transcripción específicos como 
pueden ser la familia ZEB (ZEB1/2). Ello permitiría la invasión local y la 
diseminación de las células cancerosas, perdiendo de esta forma su fenotipo 
epitelial y ganando un fenotipo mesenquimal 96 97. 
El factor de trascripción ZEB1 codificado por el gen TCF8, actúa en 
las regiones reguladoras de los genes diana como es CDH1, reprimiendo su 
acción y por tanto contribuyendo a la progresión maligna tumoral en 
diferentes tipos de tumores como cáncer de endometrio y cáncer de 
mama52,222 261, 265 .De este modo, ZEB1 es un mediador crucial de la EMT, 
ejerciendo sus efectos sobre la inducción de EMT mediante la inhibición de 








Figura 12. Papel del miR-200 y ZEB1 en la EMT y en la progresión tumoral. 
 




El papel de miR-200 en EMT y en la progresión tumoral, infiltración 
y metástasis, se ha relacionado con varios tipos de cáncer, incluyendo: 
cáncer de vejiga 1, cáncer de mama289, cáncer de ovario121, cáncer de 
páncreas 182, 336,  cáncer de próstata 156, cáncer de pulmón, 92 cáncer colorectal 
124,232 y cáncer de tiroides333. 
El papel del EGFR en la transición EMT no está muy documentado. 
En algunos tipos tumorales la activación de EGFR por su ligando (EGF) 
induce esta transición. En la mayoría de los cánceres anaplásicos de tiroides, 
EGFR se sobreexpresa y cuando se activa por EGF, una cascada de 
señalización se activa, resultando un aumento de la migración y la 
invasión175, 333. En este proceso, EGFR activa  el gen TCF8 que codifica a 
ZEB1  e inhibe la expresión de E-caderina, lo que favorece la metástasis en 
muchos tipos de cáncer 308,310.  
 
Estudio de los miR-200 en glioblastoma 
Los estudios de la familia miR-200 y en concreto el del miR-200c 
asociado a la biología del glioblastoma son muy escasos e iniciales.  
Los primeros datos surgen de un estudio sobre el efecto de NVP-
LDE-225 (Erismodegib), que es un inhibidor que actúa en los procesos de 
EMT en células madres neoplásicas de glioblastoma (GICs) inhibiendo la 
vía de señalización de SHH, que es una vía que regula el desarrollo neuronal. 
En este estudio se demostró que este inhibidor indujo la expresión de miR-
200a, miR-200b, y miR-200c en GICs. La transducción de GICs con un 
inhibidor de la familia 200 (anti-miR-200a/b/c) bloqueó los efectos 
inhibitorios de Erismodegib sobre la migración celular y la invasión. Estos 
datos sugieren que Erismodegib inhibe la EMT por sobreexpresión de la 
familia miR-20084. 
Nuestro grupo en 2014, publicó un estudio donde se sugirió que 
miR-200c podía actuar como un regulador potencial de la migración y la 
invasión a través de ZEB1 en tumores primitivos de glioblastoma. Este 
estudio apoyaba la existencia de tres grupos de GB considerados en función 
del estado de amplificación de EGFR con diferentes niveles de ZEB1 y miR-
200c. Nuestros resultados mostraron que los valores de miR-200c y de la 




expresión CDH1 aparecen claramente reducidos en los GB con 
amplificación de EGFR. Este estudio es considerado el primer trabajo de la 
relación entre miR-200c y el patrón de amplificación de EGFR 250. 
 
Debido a las características particulares del tejido nervioso, al 
carácter astrocítico neoplásico del GB, se propuso como concepto 
complementario al de EMT, el término MMMI (Modo Mesenquimal de 
Migración e Invasión) referido al proceso de infiltración en el glioblastoma 
57,335.  
 
El MMMI se ha estudiado en modelos experimentales de ratón, 
observando como  las células de glioblastoma migran individualmente 
usando un modo mesenquimal en su  motilidad aunque no se sabe 
exactamente lo que inicia este comportamiento en las células de gliomas. Se 
observó que durante la migración, las células de GB tienen la capacidad  de 
reorganizar la matriz extracelular, secretan metaloproteasas de matriz 
(MMP) en el borde de ataque,  y rompen componentes extracelulares para 
crear corredores o vías  para la migración, creando pistas que les permiten 
migrar por  la materia blanca y por las membranas basales que revisten los 
vasos sanguíneos del cerebro. Este proceso es crítico y depende del 
ensamblaje y desensablaje regulado por las integrinas de transmembrana57, 
179,335.   
Por otra parte, diferentes componentes de la  vía de señalización FAK/Src 
son activados en GB. Los gliomas expresan elevados niveles de expresión de  
FAK sobre todo en los márgenes invasivos del tumor primario 327. El Src es 
un proto-oncogén que interacciona con  FAK, la interacción de ambos  es un 
importante determinante de la migración de células mesenquimales 130. Tanto 
FAK y Src se han convertido en objetivos importantes para el tratamiento de 
glioblastoma 57,335.  
   Hasta el momento se ha descrito una serie de miRNAs, con 
actividad tanto oncogénica  como supresora  tumoral, involucrados en 
MMMI en el GB, que afecta la migración celular, la reorganización del 
citoesqueleto, la invasividad y la angiogénesis, en gliomas en general 208 
(Figura 13). Pero hasta el momento, no aparece referido en la literatura la 
relación del miR-200 con el MMMI en GB.  
 

























Figura 13.  miRNAs implicados en el MMMI en glioma. La inhibición de 
dianas validadas (círculo amarillo) por miRNAs específicos, con un efecto  pro-
invasivo (cuadrado rojo) o efectos anti-invasivos (cuadrado verde). Cuadrados 
rojos representan los miRNAs sobrexpresados con actividad oncogénica. 
Cuadrados azules representan  los miRNAs infraexpresados con función 
supresora de tumor. 
Otros autores han denominado EMT (-like)  al proceso  observado 
en los tumores gliales que parece diferir de la EMT clásica y donde  se 
produce la transición mesenquimal independientemente del paso de  la E-
caderina a N-caderina143,144,145. La hipótesis que se ha estudiado está 
relacionada con la expresión de los miembros de la familia-ZEB regulada 
indirectamente por otros mecanismos moleculares. Se ha  publicado y 




validado en algunos estudios, que la inducción de ZEB1 está relacionada con 
la represión de E-caderina y por lo tanto con la infiltración. Dada la baja 
prevalencia de la E-caderina en el glioma 292, se postula si ZEB1 podría 
afectar a la invasión en glioma a través de otros mecanismos, como mediante 
el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF) que media la  invasión  
en glioma in vitro e in vivo, y que se produce a través de la activación de 
NF-KB 70,144. 
 
Con respecto a la familia de miR-200, se ha estudiado como  miR-
200a inhibe la activación de reguladores de EMT-like y reduce la motilidad 
por represión de la vía WNT/ β-catenina en GB 270. Así como esta familia de 
miRNAs a través de los efectores ROBO1, c-MYC y MGMT podrían actuar 
como reguladores de la iniciación tumoral junto a ZEB1 257. Pero no existen 
hasta el momento más estudios de esta familia de miRNAs y este proceso, y 
tampoco relacionados con el glioblastoma. 
El fenotipo mesenquimal de la clasificación molecular de los GB  se 
asocia con el aumento de la migración y la invasión de sus células. Además, 
los perfiles de expresión génica de pacientes con GB con un mal pronóstico 
mostraron sobreexpresión de genes asociados con el linaje mesenquimal. 
Durante la progresión tumoral se produce la conmutación de caderinas, un 
proceso en donde la expresión E-caderina epitelial se conmuta a caderinas 
mesenquimales como N-caderina y caderina-11149. La mayoría de GB no 
muestran expresión intrínseca de E-caderina, aunque se  ha observado una 
pequeña subfracción de GB con expresión de E-caderina178. 
Los diferentes estudios realizados de microRNAs y los  distintos 
perfiles de expresión de estos observados en glioblastomas, subrayan la 
importancia de los mismos en la patogénesis del tumor. Aún son escasos los 
estudios funcionales, sobre todo in vitro, que permitan esclarecer la 
importancia de los miRNAs en este tipo de neoplasias. 
 
 




1.3.5 Utilización de la transfección en el estudio funcional de los  
miRNAs 
  
La transfección se define como la introducción dentro de una célula 
eucariota de una molécula de DNA/RNA que no pertenece a la célula, 
mediante plásmidos, vectores víricos u otras herramientas para la 
transferencia.  
Las técnicas de transfección celular han permitido en gran medida 
ampliar los conocimientos acerca de la regulación génica y de la función de 
las proteínas en los sistemas celulares. La introducción de una construcción 
de DNA recombinante en la que se ha situado una secuencia codificante de 
un gen reportero (luciferasa, proteínas fluorescentes, beta-galactosidasa, etc.) 
bajo una secuencia de regulación que se desea estudiar, permite medir con 
facilidad tasas de expresión génica en diferentes situaciones 
experimentales102. 
 
Existen dos tipos principales de transfección: virales y  no virales. 
La primera comprende el uso de retrovirus, adenovirus y lentivirus. Ellos 
ofrecen como  ventaja  la alta eficiencia  de transfección, pero como 
inconveniente, la manipulación y producción de virus lo cual requiere fuertes 
y adecuadas medidas de seguridad de laboratorio; además los genes virales 
se introducen en el genoma de la célula y pueden causar efectos secundarios 
no deseados, o influir en el patrón de expresión de proteínas 102. 
Las técnicas de transfección  no virales que se utilizan en la 
actualidad se pueden clasificar en dos tipos: métodos físicos o métodos 
químicos 62.  
Los métodos físicos están basados en la introducción mecánica de 
las moléculas en el interior de la célula. Entre ellos están: 
- Microinyección directa. El DNA se microinyecta directamente al citosol, 
célula por célula. 
-Electroporación. Introducción del DNA adherido a micropartículas que se 
disparan sobre las células,  generalmente se lleva a cabo abriendo poros o 
"agujeros" transitorios en la membrana plasmática de las células. 
Los métodos químicos están basados en la formación de complejos 
que las células son capaces de adquirir e incorporar, bien sea directamente 




mediante la ruta endocítica o a través de  membranas. Entre estos métodos 
podemos mencionar: 
-Método del fosfato cálcico. Basado en la obtención de un precipitado entre 
el cloruro de calcio y el DNA. En esta situación coprecipitan formando unos 
agregados que son endocitados por las células. Aparentemente el agregado 
con calcio protege al DNA de la degradación por las nucleasas celulares. 
- Método del DEAE dextrano. Basado en la obtención de complejos entre la 
resina DEAE y el DNA. Los polímeros de DEAE dextrano o polybreno 
tienen una carga que les permite unirse a las moléculas de DNA cargadas 
muy negativamente. El DNA acomplejado se introduce en las células 
mediante choque osmótico mediante Dimetilsulfoxido (DMSO) o glicerol. 
El uso de DEAE dextrano se limita a las transfecciones transientes. 
- Método de lipofección. Se basa en la formación de complejos entre lípidos 
catiónicos y DNA/RNA (miRNA). El complejo tiene afinidad por la 
membrana y permite la entrada del DNA en el citosol. Existe un gran 
número de lípidos que se emplean en lipofección, entre ellos lipofectamina, 
aunque existe una estructura consenso de un lípido catiónico sintético, a 
partir de la cual se han diseñado muchas variantes. Los parámetros a 
optimizar son la relación entre lípido y DNA/RNA (miRNA) (relación de 
cargas), la cantidad de DNA/RNA (miRNA) empleado, el tiempo que se 
exponen las células al complejo y la presencia o ausencia de suero. 
 
Para la transfección de miRNAs se ha utilizado ampliamente el 
método de lipofección, ya que al ser estructuras pequeñas, este método es 
fácil y eficiente y de menor coste para introducir este material en las células. 
Los reactivos de lipofección en especial la lipofectamine se han optimizado 
para la eficiencia, viabilidad y reproducibilidad. Desde su lanzamiento en 
1993, reactivos Lipofectamine® se han convertido en los reactivos de 
transfección más referenciados con más de 50.000 análisis 
184 
. 
En estudios de transfección de miRNAs en células de GB, la 
lipofección y el uso de lipofectamine ha sido  el método más utilizado.  Estos 
trabajos se han realizado en líneas celulares, donde se ha estudiado el miR-
21 como factor antiapoptótico 47;  o el miR-128 como un inhibidor de la 
proliferación celular y del crecimiento de tumores en xenotrasplantes 95. Así 
mismo, los estudios de sobreexpresión e inhibición de miR-130a lo han 




identificado como un candidato para predecir la respuesta al tratamiento con 
temozolomida en pacientes con glioblastoma 50.  
 
Hay una necesidad clara y urgente de comprender mejor los 
mecanismos que subyacen en la patogénesis del GB.  Los miRNAs 
representan un conjunto de nuevas y emergentes moléculas que juegan un 
importante papel epigenético regulador de numerosos procesos celulares 
asociados con el cáncer. Una mejor comprensión de las funciones de estas 
moléculas puede dar como resultado el desarrollo de nuevas estrategias de 





































El glioblastoma, es una de las neoplasias más agresivas del 
organismo.  Dentro de ellas se consideran dos grandes variantes, el 
glioblastoma primario o de novo, con el gen IDH no mutado, y el 
glioblastoma secundario, con antecedentes de un astrocitoma, y con el IDH 
mutado. Esta entidad se presenta como un paradigma de la heterogeneidad 
en las neoplasias, que expresa su variabilidad en la presentación clínica, en 
los patrones neuropatológicos y en los genéticos, tanto entre tumores como 
dentro del mismo tumor. Su localización en el cerebro, su potencial 
infiltrativo, su inducción de angiogénesis, son causa de su alta capacidad 
destructiva y funcionalmente invalidante. Esta agresividad biológica ligada a 
la mala respuesta a las diferentes acciones terapéuticas, conduce al paciente 
a una evolución fatal. 
 
Uno de los comportamientos biológicos más agresivos del 
glioblastoma es la infiltración de estructuras adyacentes. Este proceso, ligado 
con alteraciones en el reconocimiento celular, en las uniones intercelulares y 
en el movimiento, es conocido genéricamente dentro de los procesos 
oncogénicos, como EMT (Transición Epitelio -Mensenquimal), mecanismo 
que, con sus características particulares, es conocido en el GB como MMMI 
(Modo Mesenquimal de Migración e Invasión). Este proceso presenta 
alteraciones genéticas y epigeneticas que provocan una importante 
desregulación en la función génica y en las vías de señalización, ligadas a 
estos procesos. 
 
La amplificación y/o mutación de EGFR es la alteración molecular 
más frecuente en el GB, de ahí el interés de estudiar el estatus de este gen 
según el patrón de amplificación, y analizar los perfiles de las alteraciones 
genéticas asociados.  En este contexto, los miRNA, directamente implicados 
en los procesos de regulación de la expresión génica, se presentan como 
importantes actores en la modulación epigenética de los procesos 
neoplásicos. La alteración de este sistema afecta a un número importante de 
miRNA provocando una alteración en la expresión de genes implicados en 
vías de señalización dependientes de EGFR, y en diferentes procesos 
neoplásicos, como la infiltración tumoral. 
 




La familia  miR-200 está implicada en los procesos de EMT en 
diferentes neoplasias. En el caso del GB, los trabajos sobre miR-200 son 
incipientes. Nuestros estudios previos aportan datos de una importante 
desregulación del miR-200c en GB primarios. Esta alteración podría estar 
relacionada con el proceso MMMI, a través de su acción moduladora en la 
expresión de ZEB1 y CDH1, directamente implicados en procesos de 
migración celular.  
 
Es de interés determinar la posible relación, directa o indirecta de la 
acción moduladora de miR-200c con los patrones de amplificación de EGFR 
y los mecanismos de infiltración en el GB. Ello nos lleva a plantear un 
estudio sobre tumores primitivos de GB caracterizando sus patrones clínicos 
y neuropatológicos, agrupándolos según el patrón de amplificación de 
EGFR.  Se realizará el análisis de los perfiles de alteraciones génicas y de 
miRNAs en los diferentes grupos y su repercusión en las vías de 
señalización ligadas a EGFR. Asimismo, se analizará el comportamiento de 
miR-200c como modulador de los mecanismos de infiltración/migración en 
los diferentes grupos de GB.  El análisis de la acción de miR-200c, su 
relación con EGFR y su acción moduladora de los procesos MMMI, en 
concreto sobre la migración in vitro, se plantearán sobre un modelo 
experimental de transfección de miR-200c sobre líneas celulares y cultivos 
primarios de GB, representativos de los diferentes patrones de amplificación 
de EGFR.  
 
















          OBJETIVOS 
 
 
1.          Realizar el estudio clínico e histopatológico protocolizado de 46 
pacientes de GB primarios, IDH no mutado, con particular atención a 
los patrones nodular y/o difuso mediante criterios 
radiológicos/neuropatológicos.  
2.         Definir subgrupos de GB primarios, en relación al estatus de 
amplificación y expresión de EGFR, y determinar su relación con las 
características clínicas e histopatológicas. 
3.         Analizar perfiles genéticos entre los tres grupos de GBs, analizando 
la variación en el número de copias, mutaciones, y cambios en los 
patrones de metilación; estudiando su implicación en las vías de 
señalización dependientes de EGFR. 
4.         Analizar los perfiles de miRNAs de los tres grupos de tumores 
primarios de GB según el nivel de amplificación de EGFR. 
5.         Determinar la alteración en la expresión del miR-200c en tumores 
primitivos, en los grupos de amplificación de EGFR, y su 
comportamiento con respecto a sus dianas ZEB1 y CDH1. Establecer su 
posible relación con los patrones de infiltración tumoral. 
6.         Diseñar un modelo experimental de cultivos celulares primarios y 
líneas celulares, caracterizados detalladamente tanto a nivel 
morfológico como genético, representando los distintos niveles de 
amplificación de EGFR. 
7.         Analizar mediante este modelo experimental el comportamiento de la 
expresión de miR-200c, y sus dianas ZEB1 y CDH1 en relación con la 
amplificación de EGFR. 
8.         Estudiar mediante transfección celular, en el modelo experimental, el 
comportamiento de la expresión de miR-200c y sus dianas, en 
situaciones de inhibición y sobreexpresión valorando su posible 
implicación en la MMMI. 
9.         Estudiar la capacidad migratoria de las células en los cultivos 
celulares sometidas a modificaciones en la expresión del  miR-200c, 
valorando la importancia de este miRNA en el modelo de migración e 







































El presente trabajo aborda el estudio clínico, morfológico,  
inumnohistoquímico, genético y epigenético (miRNAs) del glioblastoma. El 
trabajo se plantea  en un doble aspecto; una fase en la que se estudia las 
características de los tumores primitivos, y una segunda fase en la que se  ha 
diseñado un modelo experimental para el estudio del comportamiento del  
miR-200c, y su implicación en la migración celular. 
En la primera fase  se han estudiado 46 casos de pacientes afectados por  
GB primarios, IDH negativo, tratados en el Servicio de Neurocirugía, y 
diagnosticados en el servicio de Anatomía Patológica del Hospital Clínico 
Universitario de Valencia. Se ha realizado un estudio clínico de los 
pacientes, y una caracterización histopatológica y genética de los tumores. 
Así mismo, sobre las muestras se ha realizado un análisis epigenético que  
incluye un estudio de miRNAs. 
En la segunda fase se ha analizado sobre un diseño experimental, la 
actuación del miRNA-200c, y su relación con la amplificación de EGFR, 
gen diferenciador de los grupos planteados en el estudio. Para ello se han 
utilizado seis cultivos primarios de glioblastoma obtenidos en nuestro 
laboratorio a partir de las muestras biópsicas de los tumores estudiados, y 
dos líneas célulares de GB establecidas y comercializadas por la ATCC:    
U-87 (MG ATCC® HTB-14) y U-118 (MG ATCC® HTB-15).  
Este estudio ha sido aprobado por el Comité Institucional de Ética de la 
Universidad de Valencia y la Fundación del Hospital Clínico de Valencia 
(INCLIVA). 
Para este trabajo se han utilizado diferentes técnicas metodológicas que 











3.1 Estudio clínico de los pacientes 
 
       Se realizó el estudio clínico de 46 pacientes, basándonos en el 
análisis de sus historias clínicas depositadas en el Archivo Central del 
Hospital Clínico Universitario de Valencia. Se han valorado los siguientes 
parámetros: 
 Sexo del paciente. 
 Edad del paciente en el momento de realizar el diagnóstico. 
 Síntoma inicial. Duración del síntoma inicial (DSI) que 
establece el tiempo transcurrido entre el momento de la primera 
manifestación clínica y el diagnóstico del tumor. 
 La localización y el tamaño del tumor obtenidos mediante 
Resonancia Magnética Nuclear (RMN). 
 El índice de Karnofsky que hace referencia al estado físico 
del paciente en el momento del diagnóstico. 
 El tipo de cirugía, que puede ser resección parcial o total del 
tumor. 
 El tratamiento adyuvante: radioterapia y quimioterapia. 
 La supervivencia del paciente, que indica el tiempo 
transcurrido entre el día del diagnóstico y el día del exitus. 
 
3.2 Caracterización de los tumores primitivos 
 
En primer lugar las biopsias tumorales fueron analizadas 
macroscópicamente, y se seleccionó parte de la muestra para establecer el 
diagnóstico mediante el estudio histopatológico e inmunohistoquímico. El 
resto de la muestra  fue segmentada en siete fragmentos de 1 mm de 
diámetro y 20 mg aproximadamente. Se seleccionó un fragmentos de 
aproximadamente 1 mm
3
 (material fresco)  para la realización de cultivos 
celulares. Las muestras fueron identificadas y almacenadas en estado de 
criopreservación a -80 ºC. Los fragmentos criopreservados fueron empleados 
para estudios moleculares, genéticos, epigenéticos y para la extracción de 
proteínas. 
 




3.2.1 Estudio histopalógico  
 
 Para el análisis histológico, las muestras del tejido tumoral fueron fijadas 
en formaldehido al 10%, incluidas en bloques de  parafina, cortadas en 
secciones de 5 micras, montadas en portaobjetos con Poly-L-lisina y teñidas 
con hematoxilina eosina. 
La identificación y clasificación del tumor se realizó en base al estudio 
histopatológico, aplicando los criterios establecidos en 2016 por la OMS 191. 
Los criterios morfológicos que se utilizaron para la  identificación fueron: 
patrón celular, patrón de organización, densidad celular, hiperplasia vascular 
y necrosis. Además de estos criterios, fueron considerados los patrones 
astrocitario, gemistocítico, oligodendroglial, célula pequeña, anaplásico, 
morfología fusiforme e indiferenciada, como patrones celulares 
mayoritarios. 
 
3.2.2 Construcción de matrices tisulares (TMA) 
 
Para abordar mejor la caracterización de las muestras tumorales de los 
casos de este estudio, una vez establecido el diagnóstico,  se elaboraron 
matrices tisulares (TMA) que se construyeron de la siguiente manera: se 
seleccionaron los bloques de parafina de cada una de las muestras y se 
realizaron 4 cilindros de un diámetro 0,8 mm correspondientes a dos zonas 
seleccionadas del tumor, descartándose áreas de necrosis o muestra no 
neoplásica. Se utilizaron como control 2 punch de tejido  de  placenta, 
hígado y/o músculo.  Los punch se realizaron con el instrumento Beecher 
Tissue Arrays siguiendo las instrucciones del Beecher Instruments Manual 
Tissue Arrayser I (Figura 14).  
 
  Estas matrices nos permitieron el estudio de un conjunto de casos a la 
vez, y en un espacio muy reducido. Los TMAs proporcionan un método de 
alto rendimiento para estudiar el perfil molecular, la expresión 
inmunohistoquimica o el análisis de las alteraciones cromosómicas mediante 
hibridación in situ, de múltiples muestras de tejido simultáneamente. 
 
 













Figura 14.  Construcción de las matrices tisulares (Nature Reviews Drug 
Discovery). 
3.2.3 Estudio  inmunohistoquímico 
 
 Para el estudio inmunohistoquímico se utilizó la técnica de la avidina-
biotina-peroxidasa, con algunas modificaciones. El estudio se realizó en  
secciones de 5 micras de  las matrices tisulares elaboradas con los casos del 
estudio. Los anticuerpos  utilizados en el estudio fueron: GFAP, Ki-67, 
EGFR, CD34 y p53 (Dako, Glostrup, Denmark) que se detallan en la tabla 5. 
 
Tabla 5. Anticuerpos utilizados en inmunohitoquímica. 
 
Anticuerpo Dilución     Casa  Monoclonal/policlonal 
GFAP 1/500 Dako policlonal 
Ki-67/MIB-1 1/200 Dako monoclonal 
EGFR 1/50 Dako monoclonal 
CD34 Pre-diluido Dako monoclonal 
p53 Pre-diluido Dako policlonal 
ZEB1 1/500    Sigma policlonal 
 
 




El protocolo desarrollado fue el siguiente: 
- Desparafinar las secciones  en estufa (60 ºC), pretratamiento con 
xilol (3 pasos) y alcoholes graduales (90 º, 80 º, 70 º). Lavar con 
agua destilada. 
- Tratar con autoclave (anticuerpos GFAP y Ki67/MIB-1) o por 
digestión enzimática (EGFR) para producir el desenmascaramiento 
antigénico, en tampón citrato (1/10) 3 minutos, o tampón de pH alto 
o pH bajo según corresponda,  a 1,5 atm. 
-  Inhibir la actividad peroxidasa  endógena (metanol + H2O2 3%). 
Lavar. 
- Cerclar las preparaciones con sigmacote rodeando el corte, para la 
retención de líquidos. 
- Bloquear la actividad inespecífica del colágeno  con suero bobino 
fetal (FBS) al 20%.  
- Cubrir los cortes con el  anticuerpo primario diluido en FBS o 
diluyente comercializado. Incubación de 45 minutos a una hora. 
- Lavar tres veces con TampónFosfato Salino (PBS) (Gibco BRL, 
Grand Island, New York). 
- Cubrir los cortes con visualización envisión (Dako). Incubación 30 
minutos.  
- Lavar con PBS. 
- Revelar con cromógeno comercial (Dako). Lavar en agua corriente. 
- Contrastar con hematoxolina de Harris, 30 segundos. 
- Deshidratar con alcoholes graduales (70º, 80º, 90º) y xiloles. 
- Montar los cubreobjetos con entellan. 
 
Para los diferentes estudios inmunohistoquímicos se utilizaron como 
control positivo muestras de probada reactividad frente a los distintos 
anticuerpos y como control negativo se omitió el uso del anticuerpo primario 
que fue sustituido por PBS. 
Para la valoración de la expresión de GFAP se valoró como negativa (0) 
o positiva (1, 2 y 3) en relación con la diferente porcentajes de expresión en 
las células.  
La valoración de Ki-67/MIB-1  se realizó utilizando un fotomicroscopio 
LEICA DMD108 donde se obtuvieron fotos a 40X de toda la muestra y 
posteriormente se utilizó el  programa Image Tool (Versión 0.8.1 Beta), 




consistente en un sistema comparativo que permite  valorar  el número de 
células positivas por área y permite estudiar el grado de agrupación y 
proliferación de cada muestra en un área de 1mm
2
.  
Para el  estudio de EGFR se utilizó un microscopio LEICA DM2500 y se 
realizó la valoración de la cantidad  de células teñidas: 0 (tinción negativa), 1 
(focal), 2 (moderada), y 3 (abundante) 255. Cuando la valoración fue de 2 ó 3, 
se consideró que existía sobreexpresión.  
Para estudiar la expresión de p53 se cuantificaron los núcleos marcados 
positivos en cuatro valores de expresión de la proteína cuando la cantidad de 
núcleos marcados era ˂10 % del total valor 0, cuando estaba entre 10-30 
valor 1, entre 30-50 valor 2, entre 50-75 valor 3, y para > 75 valor 4. 
 
3.2.4 Estudios genéticos y epigenéticos  
 
   Las diferentes metodologías se utilizaron tanto para la caracterización de 
los tumores primitivos, como para los cultivos celulares, según los objetivos 
a estudiar. 
 
3.2.4.1 Análisis de Hibridación in situ de fluorescencia (FISH) 
 
El análisis de FISH se realizó en las diferentes TMA de las muestras 
tumorales. Se utilizaron como controles preparaciones de hígado y placenta. 
Se utilizó la sonda EGFR/CEP7 (Kreatech Diagnostic, Amsterdam, 
Netherlands) para la detección del gen EGFR  y el centrómero del 
cromosoma 7 (CEP 7), el locus utilizado de control. Las áreas en las que se 
realizó el estudio, previamente fueron teñidas con HE para verificar la 
presencia de células tumorales.  
La técnica de  FISH consta de varias etapas que se detallan en la figura 
15. 
 
El procedimiento realizado ha sido el siguiente: 
- Colocar las preparaciones en estufa a 60 ºC durante 30-60 minutos,  
para desparafinar  las muestras. 
- Rehidratación y desparafinización de las muestras en xilol 5 
minutos y etanol  70%, 85%  y absoluto durante 2 minutos. 




- Pretratamiento con tampón comercial diluido  a 95-99 ºC durante 
10 minutos. Secar a temperatura ambiente 15 minutos. Lavar con 
tampón de lavado comercial 3 minutos, y retirar el exceso de 
tampón de lavado que quede alrededor del tejido. 
- Digestión y tratamiento con pepsina  (250 µl) durante 6 minutos 
a 37 ºC en el hibridador. Lavar 3 minutos. 
- Deshidratación en etanoles 70%,  85% y 100%  durante 2 
minutos. Secar las preparaciones durante 15 minutos a 
temperatura ambiente. 
- Dispensar  10 µl de sonda por  área, cubrir el portaobjetos y sellar  
con cubre y pegamento. 
- Hibridación: programa del hibridador: 5 minutos de 
desnaturalización a 82 ºC e hibridación 20 horas a 45 
°
C. 
- Lavado post-hibridación: retirar los cubreobjetos y lavar con 
tampón de astringencia durante 5 minutos a temperatura 
ambiente  sin agitación y luego 10 minutos lavar con tampón de 
astringencia a 65 ºC. 
- Deshidratación en etanoles 70%,  85% y 100%  durante 2 
minutos. Secar las preparaciones durante 15 minutos a 
temperatura ambiente. 
- Revelado: aplicar 10 µl de DAPI/Antifade (concentración final  
0,02 µg/ml) y cubrir. 
 
        La valoración de los resultados de FISH se han realizado en las 
siguientes condiciones: Las señales fluorescentes se evaluaron utilizando un 
fotomicroscopio Leica DFC 340FX con filtros adecuados. En los estudios se 
evaluaron alrededor de 100 núcleos de las células del tumor que no se 
solapaban en las secciones de parafina, valorando las 4 muestras por tumor 
presentes en el TMA. Se valoraron las señales rojas que marcan el gen 
EGFR y la señal verde el centrómero del cromosoma 7. Se calculó el número 
de señales para el gen EGFR y el CEP 7 en cada caso, seguido del cálculo de 
la ratio EGFR/CEP 7.  
El gen EGFR se consideró amplificado cuando la relación EGFR/CEP 7 
fue mayor de 2. El grado de amplificación se valoró como 1, 2 y 3 según el 
porcentaje de núcleos amplificados (≤15%, 30%-60%, ≥60% 
respectivamente) 170. 
















Figura 15. Etapas de la Hibridación in situ de fluorescencia (FISH). 
(www.lookfordiagnosis.com) modificada.  
 
 
3.2.4.2  Extracción y aislamiento de DNA 
 
 La extracción de DNA  se realizó a partir de  muestras criopreservadas a 
-80 ºC de 1mm de diámetro y se utilizó  QIAamp DNA Mini kit (Invitrogen, 
Thermo Fisher Scientific, MA, USA). 
Para la extracción de DNA  de tejido se siguió el protocolo recomendado 
por el fabricante que puede resumirse en los siguientes pasos: 
- Disgregación del tejido. Se cortaron en pequeños fragmentos hasta 
20 mg aproximadamente, sobre una placa Petri usando un bisturí, a 














- Lisis. Se añadieron 180 µl de tampón ATL a un tubo de centrífuga 
de 1,5 ml conteniendo el tejido previamente seccionado.  
- Digestión. Se añadieron 20 µl de proteinasa K, se agitaron por 
vortex  e incubación a 56 
°
C,  durante toda la noche. 
- Se añadió 200 µl de tampón AL a la muestra, agitación por vortex 
15 segundos e incubación 10 minutos a 70 
°
C.  
- Se añadió 200 µl de etanol 100%, y se realizó agitación por vortex 
15 segundos. 
- Retención del DNA. Se transfirió la mezcla anterior a una columna 
de sílica-gel (QIAamp spin column), se centrifugó a 8000 rpm 
durante 1 minuto y se eliminó el eluyente. 
- Lavados. Se añadieron 500 µl del tampón AW1 y se centrifugó a 
máxima velocidad (14 000 rpm) durante 1 minuto desechando el 
eluyente. Se añadieron  500 µl del tampón AW2 y se centrifugó a 
máxima velocidad (14 000 rpm) durante 3 minutos desechándose el 
eluyente. Se repitió la centrifugación de 1 minuto para precipitar 
cualquier resto de solución de lavado. 
- Elución del DNA. Se añadieron 80 µl de tampón TE low. Se 
añadieron en dos partes. Primero 40 µl, se incubaron durante 2 
minutos y se centrifugó a 10 000 rpm durante 1 minuto, este paso se 
repitió hasta completar el volumen final de 80 µl. 
 
3.2.4.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
          La amplificación del oncogén EGFR se determinó mediante PCR 
diferencial. Como control positivo se tomó un caso de tumor de mama con 
amplificación. Como control  negativo se utilizaron muestras de tejido 
normal de corteza cerebral. La intensidad de las bandas correspondientes a la 
amplificación de EGFR y al control interno, interferón (IFN), se analizaron 
con ayuda del programa Image J. Si la banda de EGFR presentaba una 
intensidad de al menos 1,5 veces superior a la del IFN, se consideró que la 
muestra estaba amplificada.  
Para realizar la PCR se utilizaron 200 ng de DNA (1 µl de volumen) por 
cada muestra. Se utilizaron los reactivos y secuencias de primers de los 
exones de EGFR e interferón  que  se detallan a continuación, para un 




volumen final de 25 µM. Se utilizó Ampli Taq Gold® PCR Master Mix 
(Applied Biosystems, Foster, CA, USA) (Tabla 6). 
 
Tabla 6.  Reactivos utilizados en la PCR diferencial.  
Reactivos Volumen (µl) Primers Secuencia 
EGFR 

























Master Mix  
12,5 
  H20 7,5 
   
 
Programa del termociclador: La PCR consistió en una primera etapa de 
desnaturalización a 94ºC/5minutos, seguido de 40 ciclos de 
desnaturalización 94 ºC /1minuto, hibridación 50 ºC /1minuto y elongación 
72 ºC /1 minuto. Finalmente una etapa de elongación final 72 ºC/10 minutos. 
 
Condiciones de electroforesis: Para comprobar la amplificación se 
realizó una electroforesis de los productos amplificados (10 µl del producto 
de la PCR + 4 µl del tampón de carga), en gel de agarosa al 2% teñido con 
bromuro de etidio y  se aplicó  un voltaje de 120 V/cm aproximadamente 35 
min. Se utilizó un Trackl 100 bp DNA Ladder, (Invitrogen), como marcador 
del tamaño de los fragmentos  de DNA amplificado. Se fotografíó sobre un 








3.2.4.4 Amplificación de sondas dependientes de ligandos múltiples 
(MLPA)  y amplificación de sondas dependientes de ligandos múltiples 
metilación específica (MS-MLPA) 
 
La amplificación de sondas dependientes de ligandos múltiples (MLPA) 
y la amplificación de sondas dependientes de ligandos múltiples metilación 
específica (MS-MLPA)  se usaron  para determinar el número de copias y el 
estado de metilación respectivamente, de hasta 50 secuencias de DNA en 
una PCR multiple y única. Las MLPA y MS-MLPA consta de cuatro fases 
que son: desnaturalización del DNA, reacción de hibridación, reacción de 
ligación- digestión y  PCR. La duración total de la técnica fue de 48 horas. 
Estas fases están representadas en la  figura 16. 
 
Los kits utilizados fueron: 
- Salsa MLPA KIT P105-D1 Gliomas-2. El kit  contiene 55 
sondas para MLPA con productos  de amplificados de 126 a 500 nt. 
También tiene 9 controles que generan fragmentos de 120 nt. Este 
estudio puede determinar la variación en el número de copias de los 
siguientes genes: EGFR (7p11.2), PTEN (10q23.31), CDKN2A 
(9p21.3), TP53 (17p13.1), PDGFRA (4q12), NFKBIA (14q13.2), 
CDK4, MIR26 y MDM2 localizados en la región (12q14-q15). 
También detecta la  presencia de la mutación de EGFR conocida 
como la variante EGFRvIII. La descripción detallada de las sondas 
del kit que hemos estudiado se muestran en la tabla 1 del Apéndice 
I.  
 
- Salsa MLPA KIT ME001-C2 Tumor suppressor -1. El kit 
contiene 26 sondas para MS-MLPA correspondientes a 24 genes 
supresores de tumores que generan productos de amplificación de 
136 a 483 nt. Los genes que se estudiaron fueron: TIMP3 (10p12.1), 
APC (5q22.2), CDKN2A (9p21.3),CDKN2B (9p21.3) MLH1 
(3p22.2), ATM (11q22.3), RARB (3p24.2), HIC1 (17p13.3), CHFR 
(12q24.33), BRCA1 (17q21.31), CASP8 (2q33.1), CDKN1B 
(12p13.1), KLLN (10q.23.3), BRCA2 (13q12.3) , CD44 (11p13), 
RASSF1 (3p21.31), DAPK1 (9q21.33), VHL (3p25.3), ESR1 
(6q25.1), RASSF1 (3p21.31), TP73 (1p36.32), FHIT (3p14.2), 




IGSF4 (11q23.3), CDH13 (16q23.3), GSTP1(11q13.2), 
MLH1(3p22.2). También consta de 15 pruebas de referencia. En el 
análisis se obtiene la variación en el número de copias de estos 
genes, y el estudio de la metilación. La descripción detallada de las 
sondas del kit que hemos utilizados se muestran en la tabla 2 de los 
Apéndice I. 
 
Reacción de ligación-digestión MLPA  
 
Para está técnica se siguió el protocolo recomendado por el fabricante 
(MRC-Holland). Para el estudio por MLPA se usaron 200 ng de DNA en 5µl 
de tampón Tris-EDTA (TE) y como control solo TE.  
 Día 1. Desnaturalización. Poner los tubos de PCR en el 
termociclador (AB Aplied Biosystem 2720) y comenzar el 
programa: 5 minutos a 98
o
C y luego enfriar hasta 25 ºC. 
 Día 1. Reacción de Hibridación. Preparar la mezcla  a razón 
1:1 que contiene 1,5µl de tampón MLPA  y 1,5µl  la probemix. 
Aplicar el vortex para mezclar bien y añadir 3µl de la mezcla de 
hibridación a cada tubo. Continuar con el programa 1 minuto a     
95 ºC y posteriormente hibridación a 60 ºC durante 16-20 horas. 
 Día 2. Reacción de ligación. Preparar la mezcla, previamente 
se aplica el vortex a las ligasas A  y B. La mezcla contiene 3µl 
ligasa 65- tampón A, 3µl  ligasa 65- tampón B y 25µl H2Od. 
Mezclar bien mediante pipeteo o utilizando el vortex y mantener en 
hielo. Añadir a la mezcla 1µl de la enzima ligasa-65 tampón A 
.Continuar con el programa del termociclador, cuando las muestras 
están a 54 
º
C se añaden 32µl de la mezcla de ligación a cada tubo 
sin sacarlo del termociclador; pipetear bien para lograr que esté 
homogénea la mezcla. Continuar con el programa: 15 minutos   a 











Reacción de ligación-digestión (MS-MLPA, ME001-C2) para metilación  
 
 Día 1. Preparar  la mezcla ligasa-65: 8,25 µl de H2Od +1,5µl  ligasa 
65- tampón B. Añadir a la mezcla 0,25 µl de la enzima ligasa-65 
tampón A homogenizar bien la mezcla. Por otro lado se prepara la 
mezcla de ligación-digestión: 7,75 µl de H2Od +1,5µl ligasa 65- 
tampón B. Añadir a la mezcla 0,25µl de la enzima Ligase-65 
tampón A y 0,5 µl  de la enzima HhaI (Promega Biotech Ibérica, 
SL, Madrid, España), homogenizar bien la mezcla. Remover los 
tubos del termociclador y añadir 3µl de ligasa tampón A y 10 µl de 
H2O a cada tubo. Mezclar mediante pipeteo y pasar 10 µl a un 
segundo tubo. Poner los tubos en el termociclador, continuar con el 
programa a 48
  
ºC en forma de pausa. Añadir 10 µl de la mezcla de 
la ligasa-65 al primer tubo que será para el número de copias, y 
añadir 10µl de mezcla de ligación-digestión al segundo tubo que 
será para la metilación. Continuar con el programa 30 minutos a   
48 ºC y 5 minutos a 98 ºC. Después enfriar hasta 20 ºC. 
 Día 2. PCR. Vortex a la SALSA PCR primero y calentar con 
los dedos durante 10 segundos la polimerasa para reducir la 
viscosidad. Preparar una mezcla con: 3,75 µl H2Od  + 1µl SALSA 
PCR+ 0,25 µl de polimerasa. Pipetear la mezcla y mantener en 
hielo. A temperatura ambiente añadir 5 µl de la mezcla de PCR a 
cada tubo, mezclar mediante pipeteo. Continuar con el programa 
del termociclador: 35 ciclos (30 segundos a 95 ºC, 30 segundos a  
60 ºC, 60 segundos a 72 ºC, y finalizar con 20 minutos a 72 ºC 
enfriando a 15 ºC. 
 
        Posteriormente, se preparan las muestras que pasarán por el 
secuenciador ABI PRISM 310, para el análisis de fragmentos, para observar 
el número de copias de un gen y la metilación del mismo. Para ello, se 
prepara una mezcla de 0,75 µl H2Od + 0,4µl de LIZ +13,5 µl de formamida. 
Se añaden 14,65 µl de la mezcla en cada tubo y luego se añade 1 µl  de la 







































Figura 16. Etapas de la MLPA: A) Amplificación de sondas dependientes de 
ligandos múltiples (MLPA)  y B)  Amplificación de sondas dependientes de 
ligandos múltiples metilación específica (MS-MLPA). Protocolos MRC-
Holland, www.mlpa.com)  
 




Obtención, interpretación y análisis de resultados por MLPA 
 
Se seleccionaron aquellas lecturas de las muestras que pasaron la 
evaluación de calidad, y se repitieron aquellas que no tuvieron la calidad 
requerida para ser analizada, usando el software de análisis de datos 
Coffalyser.net (MRC-Holland). 
Para determinar el número de copias se comparan las muestras sin digerir 
y se normaliza los datos de dos formas; con la misma muestra y entre todas 
las muestras. 
Para interpretar los resultados del número de copias  estudiamos  el DQ 
(Dosage Quotient) que es el cociente entre la constante de normalización NC 
del número de pruebas n sin digerir entre la constante de normalización NC 
por prueba en muestras de referencia no digeridas. Este cociente (DQ) puede 
indicarnos cuando hay una deleción o duplicación de los diferentes genes 
estudiados. 
Como criterio de la fiabilidad del análisis se sigue que, la desviación 
estándar de todas las pruebas de referencia  sea ≤ 0,10 y la DQ esté entre 
0,8-1,3 para el estatus normal del gen. Para el análisis de los resultados 
seguimos los siguientes criterios en relación al parámetro DQ, según el 
fabricante y adaptado según la experiencia en el análisis alcanzado por 
nuestro grupo de investigación: 
 
-  h: alto número de copias (>2,9). Corresponde a una amplificación del gen.  
-  l: aumento bajo en el número de copias (1,3-2,9). Corresponde a ganancia.  
-  n: estatus normal del gen (0,8-1,3). 
-  HMZ: deleción homocigótica (0-0,3). 
-  LOH: deleción heterocigótica (0,3-0,7/ 0,8). 
 
    Para determinar el estatus de metilación se comparó el patrón de picos 
de la muestra sin digerir con su contraparte digerida. El porcentaje de 
metilación se calculó aplicando el cociente entre la constante de 
normalización NC del número de pruebas n digeridas y la constante de 
normalización NC por prueba en muestras de referencia no digeridas, 
multiplicado por 100. 




Como criterio de la fiabilidad del análisis se controla que los DQ de las 
pruebas de referencia de todas las muestras digeridas debe estar entre 0,7-1,3 
según el manual del fabricante. 
3.2.4.5 Secuenciación de IDH1/IDH2 y TP53  
 
La secuenciación de IDH1 y de IDH2 se realizó utilizando los cebadores 
de las regiones genómicas R132 de IDH1 correspondiente al exón 4 y R172 
de IDH2 correspondiente al exón 4 (Tabla 7), siguiendo el protocolo descrito 
por Hartmann en 2009 107.  
 



















La secuenciación de TP53  se realizó  utilizando los cebadores para 
amplificar los exones 5, 6, 7 y 8. Los  primers utilizados para amplificar los  
distintos exones a secuenciar se detallan en la tabla 8. Los segmentos a 
secuenciar tienen una longitud entre 134 y 332 pb.  
 
 
Cebador Secuencia  
IDH1-4F   CGGTCTTCAGAGAAGCCATT 
IDH1-4R   GCAAAATCACATTATTGCCAAC 
IDH2-4F   AGCCCAT CATCTGCAAA AAC 
IDH2-4R CTAGGCGAGGAGCTCCAGT 
95 ºC   10 min 
95 ºC    30 seg 
56 ºC   45 seg 
72 ºC   45 seg 
72 ºC  10 min 
36 ciclos 




































 95 ºC 1min 
 55 ºC 1min 
 72 ºC 1min 
  
35 ciclos 
Exón 6, 7 
94 ºC 45 seg 
58 ºC 1 min   
72 ºC 1min 
35 ciclos 
Exón 8 
95 ºC 1 min               
62 ºC 1 min   
72 ºC 1min 30seg 
33 ciclos 




El protocolo utilizado se dividió en varias etapas: 
PCR. Se utilizaron 100 ng/µl de DNA de todas las muestras. Los 
diferentes componentes de la PCR se utilizaron en las cantidades que 
muestra la tabla 9. 
 
Tabla 9. Componentes de la PCR 
Componentes Volumen (µl) 
H2O 17,6 
Tampón PCR 10x 2,5 
MgCl2 2 
dNTP´s 0,5 
Forward Primer 0,5 
Reverse Primer 0,5 
Taqman polimerasa  (U/µl) 0,3 
                          
Electroforesis. Los productos de PCR obtenidos se corrieron en un 
gel de agarosa al 2%. El gel de agarosa se preparó utilizando 2g de agarosa 
(Pronadisa, Sevilla, España) en 100 ml de tampónTBE 0,5X. Se añadió la 
solución RedSafe™ Nucleic Acid Standing, para detectar ácidos nucleicos 
en geles de agarosa. Para cargar las muestras se utilizó el azul de bromofenol 
y un  marcador de peso molecular (Invitrogen). Se cargaron las muestras en 
el gel y  están corrieron a 120V durante 30 minutos aproximadamente. Se 
reveló el gel de agarosa en un transiluminador de luz UV. Debe aparecer en 
la imagen las bandas limpias aproximadamente a 180 bp. 
Purificación del DNA producto de la PCR. Para ello se añadió 5 µl del 
tubo de PCR de cada muestra +  1 µl de enzima USB ExoSAP-IT PCR) y se 
incubaron a 37 ºC 15 minutos,  y 80 ºC 15 minutos. 
BIG DYE. Se mantienen todos los reactivos en hielo. Se realiza una 








Tabla 10. Componentes de la reacción BIG DYE 
Componentes Volumen (µl) 
Enzima Big Dye 0,5 
5X 1,5 
Primer (3,2 µM) 1 
H2O 5,5 
ADN (purificado) 1,5 
Total 10 
 







Purificación de la secuenciación. Centrifugar las columnas durante 
3 minutos a 850 g. Spin a las muestras de la Big Dye que se vayan a 
secuenciar. Tomar 10 µl de la muestra y añadir a las columnas (Performa 
DTR Gel Filtration Cartriges EDGEBIO). Centrifugar a 850 g durante 3 
minutos.  
Desnaturalización. Poner 5 µl de la muestra procedente de las 
columnas y 20 µl de formamida. Spin e incubación 5 minutos a 95 ºC y 5 
minutos en hielo. 
Secuenciación. Se cargan las muestras en el secuenciador ABI 
PRISM 310, que previamente habrá sido montado con el capilar 310 
GENETIC ANALYZER CAPILARIES P/N 402840 L/N ALYMO7A y el 
polímero POP 6 (Applied Biosystem, Foster, CA, USA). 
  
Análisis e interpretación de los resultados de la secuenciación: Las 
secuencias se analizan con el programa SEQUENCING ANALYSIS 5.1.1 y 
de forma manual se realizan las lecturas de las secuencias.  
96 ºC     1 min 
96 ºC   10 seg 
55 ºC   5 seg 
60 ºC   4 min 
4 ºC    7 min 
4 ºC      - 
35 ciclos 




3.2.4.6 Extracción y aislamiento de RNA y miRNAs 
 
La extracción de RNA total a partir de tejido (conservando los miRNAs) 
se realizó mediante el uso de mirVana miRNA Isolation Kit (Ambion, 
Austin, TX, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los pasos de 
este protocolo fueron: 
 Partiendo de tejido criopreservado: Disgregación del tejido y lisis. 
Hasta 20 mg aproximadamente de tejido fueron sumergidos en 10 
volúmenes de  tampón Lisis/Binding. Inmediatamente se procedió a la 
disgregación del tejido utilizando un tissue-lysis (Qiagen) hasta alcanzar una 
completa homogenización.  
 Se añadió 1/10  del aditivo de homogenado miRNA. Se mezcló por 
vortex. Se incubó la mezcla durante 10 minutos en hielo. 
 Extracción orgánica. Se añadieron 600µl de ácido fenol cloroformo, 
se aplicó 30-60 segundos de vortex y posteriormente se centrifugó durante 5 
minutos a 12 000 rpm a temperatura ambiente. Se recuperó el máximo 
volumen de la fase acuosa y se trasfirió a un nuevo tubo de 1,5ml. 
 Se añadió 1,25  de etanol al 100% a la fase acuosa recuperada. 
 Retención del RNA. Se mezcló suavemente mediante pipeteo para  
homogenizar, y se transfirieron 700 µl a las columnas. Cuando se superó este 
volumen se repitió este paso con el volumen restante. 
 Se centrifugó durante 15 segundos a 10000 rpm a temperatura 
ambiente. 
 Lavados. Se añadió 700µl de solución de lavado 1. Se centrifugó 
durante 15 segundos a 10000  rpm y se descartó el eluyente. Se añadió 500 
µl de solución de lavado 2. Se centrifugó durante 15 segundos a 10000 rpm 
y se descartó el eluyente. Se repitió nuevamente el lavado con la solución 2 y 
finalmente se repitió la centrifugación de 15 segundos a 10 000 rpm y se 
descartó el eluyente. 
 Elución del RNA. Se trasfirió la columna a un nuevo tubo de 1,5 y 
se añadió 80 µl de agua libre de RNAsa precalentada a 95 ºC. Primero 40 µl 
se incubaron durante 1 minuto y se centrifugó a  10 000 rpm, este paso se 
repitió hasta completar el volumen final de 80µl y se centrifugó durante 30 
segundos a 10000 rpm. 
 




La concentración de DNA extraído según el apartado 3.2.4.2 y RNA 
extraído según el apartado 3.2.4.6 se midió utilizando un espectofotómetro 
NanoDrop® ND-1000 midiendo la absorbancia a 260 nm. El ratio de las 
lecturas a 260 y 280 (A260/A280) proporcionó una estimación de la pureza del 
DNA con respecto a los contaminantes como por ejemplo proteínas; y el  
ratio de las lecturas a 260 y 230 (A260/A230)  proporcionó información sobre 
la presencia de otros contaminantes como sales. Las extracciones fueron 
consideradas de buena calidad y válidas cuando el cociente de las lecturas 
A260/A280  oscilaba entre 1,8- 2, y el ratio (A260/A230) era aproximadamente de 
2.  
         Cuando las muestras no tenían la pureza y la calidad adecuada antes 
de repetir la extracción, se procedió a aplicar el siguiente protocolo de 
purificación o concentración de la muestra: 
 Añadir 2,5 µl de glicogeno a 20µg/µl (Invitrogen) 
resuspendiendo mediante pipeteo. 
 Añadir 1/10 vol de acetato de sodio 3M pH 5,2. (Sigma Aldrich, 
Madrid, España). Resuspender con pipeta. 
 Añadir 2.5 vol de etanol absoluto frio (-20 ºC) y no resuspender. 
 Dejar precipitar e incubar  durante 1-2 horas en -80 ºC y luego 
incubar a -20 ºC toda la noche. 
 Centrifugar durante 20 minutos y 14000 rpm a una temperatura de 
14 ºC. 
 Decantar sin perder de vista el sedimento, dejar secar a temperatura 
ambiente los restos de etanol, hasta que esté completamente transparente. 
 Resuspender con tampónTE bajo en EDTA para DNA o agua libre 
de RNAsa para RNA. 
 
El RNA de todos los casos estudiados fue conservado a -80 ºC. 
 
3.2.4.7 Estudio de la expresión de miRNAs mediante microarrays 
 
      Para el estudio de la expresión de los miRNAs se midió previamente 
la concentración y la pureza del RNA total, que fue determinada usando el 
espectofotómetro Genequant Pro Classic  (GE healthcare). La integridad fue 
validada mediante el uso del Bioanalizador 2100 (Agilent Technologies, 




Santa Clara, CA, USA). El valor de integridad del RNA (RIN) utilizado fue 
≥ 7.  
Se realizó un estudio de expresión de miRNAs de las 46 muestras de GB 
usando Genechip miRNA Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Este 
biochip contiene 46 228 sondas fijas que representan más de 6703 miRNAs 
pertenecientes a 71 organismos según la base de datos de miRNA Sanger  
(http://www.mirbase.org/), y adicionalmente 922 snoRNA y scaRNA de 
humano, según la base de datos EMSEMBLE y snoRNABase (Affymetrix 







Figura 17. GeneChip® miRNA 1.0 Array. Affymetrix.    
(www.affymetrix.com).      
     Se determinó la calidad e integridad del RNA total  mediante 
electroforesis capilar. Sólo los extractos de RNA con valores de número de 
integridad de RNA (RIN) mayores e iguales a 6 se sometieron a un  análisis 
adicional. El promedio de RIN usado para el análisis de biochip fue 6,83 ± 
0,18. 
Un total de 300 ng de RNA total fue marcado con el kit FlashTag Biotin 
HSR RNA Labeling Kit (Genisphere, Hatfield, Filadelfia). Posteriormente 
los biochips se hibridaron en un Affymetrix Hybridization Oven 640 
(Affymetrix) a 48 ºC durante 18 horas. Los biochips se marcaron con la 
ayuda de una Fluidics Station 450 mediante el protocolo FS450_0003 
(Affymetrix) y se escanearon utilizando Genechip Scanner 3000 7G 
(Affymetrix). El programa Gene Chip Command Console suministrado por 
Affymetrix fue usado para generar  el archivo CEL. Los datos de 
normalización y control de calidad se llevaron a cabo usando miRNA QC 
Tool software (www.affymetrix.com). 




3.2.4.8  Estudio de la expresión de RNA: Reacción en cadena de la 
polimerasa cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) 
 
La qRT-PCR  se llevó a cabo empleando el sistema ABI Prism 7900 HT 
Fast Real Time PCR (Applied Biosystem)  en varias etapas.  
Para realizar qRT-PCR con el objetivo de estudiar la expresión  de los 
mRNA de los genes  dianas, primeramente, se realizó una transcripción 
reversa (RT) mediante la cual se transformó el RNA total en cDNA 
utilizando High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 
Biosystems). A continuación, con el cDNA se realizó la qRT-PCR utilizando 
TaqMan Gene expression Master Mix Assay (Applied Biosystems). 
Se siguieron en todo momento las indicaciones del fabricante: 
 Se partió de 300 ng de RNA total en 10 µl para un volumen final de 
reacción de 20 µl. Todos los componentes del kit se mantienen en hielo. 
 Se preparó la mezcla de RT en hielo que se compone según se indica 
en la tabla 11 y se mezcló suavemente mediante pipeteo. 
 Se añadió 10 µl de cada  muestra de RNA total a la mezcla de 
componentes de la RT  en cada tubo de PCR. 
 Se le dió un spin para eliminar las burbujas y precipitar las gotas al 
fondo del tubo. 
 Se mantuvieron los tubos en hielo hasta el momento de ponerlos en 
termociclador (AB Applied Biosystems 2720) siguiendo el programa, 10 
minutos a 25 ºC, 120 minutos a 37 ºC, 5 minutos a 85 ºC y finalmente a 4 ºC. 
 
         Tabla 11. Componentes de la qRT-PCR 
Componentes Volumen (µl) 
10X RT Buffer 2 
25X dntp (100Mm) 0,8 
10X RT primers 2 
MultiScribe Reverse Transcriptasa 1 
Inhibidor de RNAsa 1 
H2O libre de nucleasas 3,2 









Para realizar la qRT-PCR se siguieron estos pasos: 
 Se aplicó vortex y spin suave a los componentes y se mantuvieron en 
hielo todos los componentes de la muestra, asi como el cDNA obtenido 
previamente.  
 Se preparó la mezcla de componentes según lo que se indica en la 
tabla 12 .   
  
   Tabla 12. Componentes de la qRT-PCR 
        Componentes    Volumen (µl) 
TaqMan Gene Expression Master Mix (2X) 10 
Taqman Gene Expression Assay (20X) 1 
cADN+H2O 2 +7 
Volumen total 20 
 
 Se calculó el volumen de cada componente multiplicado por el 
número de muestras y pocillos a ensayar en placas de 96 pocillos (Sarstedt 
Nümbrecht, Alemania)  y se sellaron con lámina adhesivo de sellado 
(Sarstedt). Finalmente se le dió un spin a la placa para eliminar burbujas y 
precipitar las gotas al fondo de cada pocillo. 
 Se programó el sistema ABI Prism 7900 HT Fast Real Time PCR de 
la siguiente manera: 2 minutos de incubación a 50 ºC, 10 minutos a 95 ºC y 
40 ciclos de PCR 15 segundos a 95 ºC y 1 minuto a 60 ºC. 
 
Para realizar la qRT-PCR con el objetivo de estudiar la expresión de los 
miRNA en las muestras, se realizó una transcripción reversa (RT) mediante 
la cual se transformó el RNA total en cDNA TaqMan MicroRNA Reverse 
Transcription Kit (Applied Biosystems). Posteriormente, con el cDNA se 
realizó la qRT-PCR utilizando TaqMan Universal Master Mix II, no UNG 
(no contiene Uracil N-glycoslyase) (Applied Biosystems). 
Se siguieron en todo momento las indicaciones del fabricante: 
 Se partió de 10 ng de RNA total en 5 µl para un volumen final de 
reacción de 20 µl.Todos los componentes del kit deben permanecer en hielo. 
 Se preparó la mezcla de RT en hielo que se compone según indica la 
tabla 13 y se mezcló suavemente mediante pipeteo. 
 
     





Tabla 13. Componentes de la RT de miRNAs 
 
Componentes       Volumen    (µl) 
10X RT Buffer 1,5 
25X dNTP(100Mm) 0,15 
10X RT primers 2 
MultiScribe RT Enzima(50U/µL) 1 
Inhibidor de RNAsa (20U/µL) 0,19 
H2O libre de nucleasas 4,16 
Total por reacción 7 
 
 Se añadió 7 µl de la mezcla de componentes de la RT  en cada tubo 
de PCR por cada  muestra de RNA total preparada previamente en 5 µl. 
 Se le dió un spin para eliminar las burbujas y precipitar las gotas al 
fondo del tubo. 
 Se añadió 3 µl del primer 5X correspondiente a cada tubo. Se le dió 
un spin para eliminar las burbujas y precipitar las gotas al fondo del tubo. 
 Se mantuvieron los tubos en hielo durante 5 minutos  hasta el 
momento de ponerlos en termociclador (AB Applied Biosystems 2720) 
siguiendo el programa, 30 minutos a 16 ºC, 30 minutos a 42 ºC, 5 minutos a 
85 ºC y por último se bajó la temperatura a 4 ºC. 
 
En este trabajo se utilizaron sondas TaqMan que permiten medir la 
producción de productos de PCR mediante un sistema de sondas marcadas 
mediante dos fluorocromos. Su utilidad radica en que poseen un fluorocromo 
en su extremo 3' y una molécula en el 5' que bloquea su emisión de 
fluorescencia (quencher); esta sonda marcada, hibrida específicamente en la 
parte central del producto de PCR a obtener. De este modo, cuando se 
efectúa la PCR (con la sonda, más el par de cebadores específicos), la sonda 
híbrida en el amplicón, pero, debido a la cercanía del fluorócromo al 
quencher, no se emite fluorescencia; cuando la polimerasa se topa con la 
sonda la hidroliza mediante su actividad exonucleasa 5'-3', lo cual provoca la 
separación del quencher del fluorocromo y, por tanto, la emisión de 
fluorescencia la cual está relacionada con la cantidad de amplicón producido.  
Las sondas utilizadas en este estudio se especifican en la tabla 14. 





Tabla 14. Sondas utilizadas para la qRT-PCR. 
 
Sonda  Casa  Comercial Nº Catálogo 
RNU66 Applied Biosystems RT:001002 
RNU48 Applied Biosystems RT:001006 
miR-200c Applied Biosystems RT:002300 
ACTB Applied Biosystems HS99999903-M1 
EGFR Applied Biosystems HS01076078-m1 
ZEB1 Applied Biosystems HS0232783-m1 
CDH1 Applied Biosystems HS01023894-m1 
 
Hay que resaltar dos ventajas primordiales frente a las sondas 
inespecíficas, como el bromuro de etidio o el SYBR GREEN, ya que con las 
sondas taqman la fluorescencia que se produce es específica de la 
amplificación que estemos estudiando, además de permitir que se usen 
varios fluorocromos en la misma reacción y detectar varios DNA/RNA al 
mismo tiempo. La desventaja con la que nos encontramos es que hay que 
diseñar sondas específicas en cada estudio. 
Normalización  y análisis de la expresión por qRT-PCR  
Para cuantificar de forma absoluta la expresión génica, se utiliza la 
cuantificación relativa del gen de estudio respecto de otro, denominado 
«normalizador», que se selecciona debido a su expresión casi constante. 
Estos genes conocidos como “house-keeping”, debido a que estan 
involucrados en funciones básicas en la supervivencia celular, lo que suele 
implicar una expresión constitutiva. El gen control de referencia para los 
mRNA de interés fue β actina (ACTB) y para los miRNAs fueron RNU66 y 
RNU48.  De este modo, efectuando en cada experimento la medición de los 
genes de interés y dividiéndolos por la expresión del gen normalizador 




seleccionado es posible comparar los primeros, aún sin conocer en términos 
absolutos su nivel de expresión. 
El parámetro Ct (mínimo umbral del ciclo) representa el ciclo en el cual  
la intensidad de fluorescencia y por tanto la concentración del producto 
amplificado está significativamente separada de la línea base de ruido o 
backgraund. Todos los mRNA fueron normalizados respecto al mRNA del 
gen  control de referencia. 
El cambio del ciclo umbral (∆Ct) de cada muestra se calculó como la 
diferencia entre el valor Ct del mRNA del gen de interés menos el valor de 
mRNA del gen control. 
El ∆∆Ct de cada muestra se obtuvo restando el valor del ∆Ct del control a 
cada uno de los ∆Ct de las muestras de interés. El fold change (FC) se 
calculó como el 2
-∆∆Ct
  que también representa la cantidad relativa 
normalizada del gen diana. 
 
 
3.2.5 Extracción de proteínas y técnica de Western blot 
 
     Para el estudio de la expresión de proteínas  se extrajo  la proteína 
total de tejido de GB mediante digestión mecánica. Para proceder a obtener 
proteínas de un fragmento de tejido previamente criopreservado, se han 
seguido los pasos siguientes: 
 Se tomó un tamaño aproximado de 20 mg de tejido criopreservado. 
Se preparó previamente 1 ml de tampón lisis  por cada 100 mg de tejido. Se 
pesó en una balanza de precisión el fragmento de tejido y se añadió el 
volumen correspondiente de tampón lisis; luego las muestras fueron 
mantenidas en hielo. El tampón lisis se compone de 40 µl ortovanadato 
sodio, 40 µl inhibidor proteasas y  3,8 ml tampón  de lisis. El tampón lisis se 
preparó con Tris 76.5 mM ,0.927 gr Tris en 100 ml H2O y a pH 6.8. A 83 ml 
del Tris anterior se le añade 2 g SDS y 10 ml Glicerol. 
 Se utilizó un homogenizador rotor IKA para triturar el tejido, 
posteriormente se mantuvo 10 minutos  en hielo. Se utilizó un sonicador y se 
aplicó 3 pulsos a máxima potencia. 
  Se centrifugó a 4 ºC, durante 30 minutos a 1500G. Se recogió el 
sobrenadante donde está la proteína y se procedió a hacer alícuotas de 50 µl 




guardándose a  -20 ºC para uso inmediato o a -80 ºC para una conservación a 
largo plazo. 
 Cuantificación de proteínas  
     Cuantificamos la cantidad de proteína mediante el método de Lowry.  
Las lecturas de la absorbancia a 660 nm fueron leídas en el lector de placas 
Victor X3 Pekin  Elmer 2030. Sobre placas de 96 pocillos de fondo plano se 
cargó por pocillo: 98 µl H2O + 2 µl muestra (proteínas) + 100 µl reactivo de 
Lowry. Se incubaron 20 minutos en oscuridad. A continuación se añadieron  
50 µl  del reactivo de Folin y se incubaron 30 minutos en oscuridad. A la vez 
se realizaron las lecturas para la recta patrón con suero FBS. Las muestras se 
cargaron por triplicado y se leyeron en el lector de placas. 
El método de Lowry es un método colorimétrico de valoración 
cuantitativa de las proteínas solubles. Una vez obtenidas las lecturas se 
realizaron los cálculos analizando los valores en una gráfica y se trazó la 
línea de tendencia y se calculó el coeficiente R
2
 la cual debe ser R
2≥ 0,95. 
Cuando esto se cumple utilizamos la fórmula  de la ecuación de la recta 
obtenida  para el cálculo de la cantidad de proteína que se expresa en µg/µl.  
 
Técnica de Western blot 
 
Los pasos para aplicar esta técnica fueron los siguientes: 
- Se cargaron 30-50 µg de proteínas en un gel Mini protean TGX 12% 
(Biorad) para su separación mediante electroforesis. Para la electroforesis se 
utilizó Running Buffer (Tris 0,25M, Glicina 2M, SDS 1%). Como marcador 
de peso molecular se utilizó el Precision protein Plus Standard  (Biorad, 
Madrid, España). Una vez separas las proteínas, se trasfirieron a una 
membrana de nitrocelulosa Turbo Midi (Biorad, Madrid, España) y se utilizó 
el sistema Trans Blot Turbo TM Transfer System (Biorad). 
- Seguidamente se bloquearon las uniones inespecíficas mediante incubación 
de la membrana con tampón de bloqueo (Tampón salino Tris y Tween 
(TBST), 5% leche desnatada Central Lechera Asturiana en polvo) durante 1 
hora, con excepción de los estudios  de proteínas fosforiladas que para ello 
se incuban en TBST, y 5%  de albumina de suero bobino (BSA). 




- Durante toda la noche se incubaron las membranas con los anticuerpos 
primarios EGFR, E Cadherina (CDH1) y  ZEB1  en las diluciones de trabajo 
que se informan en la tabla 15. Se utilizó como control de carga la detección  
de la actina con un anticuerpo especifico conjugado con peroxidasa (Sigma 
Aldrich).  
- Se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con tampón TBST  y se 
incubaron con el anticuerpo secundario (ratón/conejo) correspondiente 
durante 1 hora. 
-  Posteriormente se repitieron los lavados y la membrana se reveló 
utilizando quimiluminiscencia y  el kit Supersignal West Pico (Fisher 
Cientific, Madrid, España)  en la cámara de revelado automática Image 
Quant LAS 4000. 
 
 
   Tabla 15.  Anticuerpos utilizados en el western blot.  
Anticuerpo 
Casa 





ZEB1 Cell Signaling 200 kDa ratón 1/750 
EGFR Sigma 175 kDa conejo 1/1000 
CDH1 Sigma 135 kDa conejo 1/1000 
  β-Actina Sigma 42 kDa ratón 1/25000 
 
Cuantificación de las bandas de proteínas: Una vez obtenidas las 
imágenes, se utiliza el programa Image J para cuantificar las bandas 
obtenidas. Luego se normalizaron los resultados utilizando las bandas de 
actina que previamente se revelaron como control. 
3.2.6 Análisis estadístico 
 
El análisis estadístico  de los diferentes  parámetros analizados se dividió 
según el tipo de variable, en cuantitativa, dicotómica y cualitativa. Para las 
variables cuantitativas (edad, IK, DSI, tamaño, supervivivencia y Ki67) se 
realizó  el test de Kruskcal Wallis, utilizándose el programa R version 3.3.1 
(New Jersey, USA). 




Entre las variables dicotómicas (sexo, presencia de trisomías y polisomias 
del cromosoma 7), se utilizó el test Chi-cuadrado. 
Entre las variables cualitativas (localización, síntoma inicial, tratamiento, 
patrones de infiltración) no fueron aplicables los métodos estadísticos por ser 
cohortes pequeñas, tan solo se pudo aplicar las tablas de contingencia y las 
tablas de frecuencias relativas.  
La correlación entre el estado de amplificación o no amplificación del 
gen EGFR, y la expresión inmunohistoquímica de la proteína EGFR se 
realizó según el test de Chi-cuadrado. Pero debido a los valores pequeños y 
al tamaño muestral se realizó el coeficiente de asociación gamma de 
Goodman and Kruskal. Se trata de una medida que varía entre -1 y 1, valores 
negativos para asociaciones decrecientes y valores positivos para 
asociaciones crecientes; cuanto más cerca de 1 en valor absoluto, mayor es el 
grado de asociación.  
 El estudio de la supervivencia respecto a los diferentes parámetros 
clínicos, histopatológicos y genéticos, se realizó con el análisis estadístico de 
Kaplan- Meier, considerándose significativo un p-valor = 0,05 para el test 
log-rank. Las variables clínicas analizadas respecto a la supervivencia 
fueron: tamaño del tumor, Índice de Karnofsky (IK) y los distintos 
tratamientos utilizados en los pacientes (quimioterapia, radioterapia, 
quimioterapia y radioterapia). 
 Los parámetros genéticos se analizaron los p-valores proporcionados por 
el test Chi-cuadrado de homogeneidad  de proporciones de los genes 
estadísticamente significativos al nivel de significación habitual (p = 0.05). 
  
Los archivos (CEL files) del biochip de miRNAs se  analizaron  mediante 
el software Partek Genomic Suite 6.6 (Partek Inc. St. Louis, MO, USA). Los 
archivos fueron previamente normalizados con el robusto algoritmo multi-
chip-average (RMA). Los miRNAs estadísticamente  significativos se  
filtraron  mediante  p valores ≤0,05, mediante el test de Kruskcal Wallis.  
 Se realizó un análisis multivariante discriminante " Análisis discriminante 
de mínimos cuandrados parciales " (PLS-DA) utilizando la biblioteca de 
análisis multivariante estadístico de PLS Toolbox 6.7.1 (Eigenvector 
Research, Inc. USA) en el Matlab R2008a (MathWorks, Inc., EE.UU). 
 El análisis funcional de los miRNAs significativos se realizó mediante el 
software Pathway Studio versión 9.0 (Elsevier, España). Este programa nos 




facilitó el estudio de los procesos biológicos más relevantes implicados en 
nuestros miRNAs significativos. 
3.3 Generación de cultivos celulares para el estudio del              
comportamiento del miR-200c 
En este apartado se procedió  primeramente, a la obtención y 
caracterización de cultivos celulares a partir de tumores primitivos de 
nuestros casos de GB, para su posterior mantenimiento en cultivo, lo que 
permitió la  generación de modelos celulares de transfección y migración 
celular. También se utilizaron dos líneas celulares de glioblastoma 
comercializadas, la U87 y la U118 (ATCC, LGC Standards S.L.U, 
Barcelona, España). 
Previamente se realizaron los estudios morfológicos y genéticos, para 
la caracterización de los cultivos, así como los ensayos de viabilidad celular 
necesarios para iniciar el modelo celular.  
3.3.1. Obtención y caracterización de los cultivos celulares 
 
Para la obtención de los cultivos celulares se recogió un fragmento del 
tumor de 1 cm
3
, en máximas condiciones de esterilidad, y se depositó en un 
tubo con medio de cultivo RPMI 1640 y los antibióticos penicilina, 
estreptomicina (1%) y gentamicina (0,2%).  
Para la obtención de células se utilizó la disgregación enzimática con el 
siguiente protocolo: 
 Se troceó el  fragmento con bisturí estéril sobre una placa Petri. Los 
múltiples fragmentos pequeños se introdujeron en un tubo con colagenasa 
tipo II al 0,2 %. 
 Se matuvo en el baño a 37 ºC durante unos 20 minutos  para que la 
colagenasa actúe óptimamente. Transcurrido ese tiempo se dejaron 
sedimentar los fragmentos, se trasvaso el sobrenadante a otro tubo y se 
centrifugaron ambos durante 5 minutos a 1000 rpm. 
 Se realizaron varios lavados con medio de cultivo. El número de 
lavados depende de la cantidad de material que se obtiene. 
 Se resuspendió el sedimento celular  con medio de cultivo RPMI-
1640 y una estabilidad a pH 7-7.2. El medio fue suplementado con  10% de 




FBS, 1% L-glutamina, y una mezcla de penicilina (50  U/ml), y  
estreptomicina (50  μg/ml). (Gibco BRL). 
 Se sembró en frascos de cultivo Falcon de 25 cm2,  (Nunc, Roskilde, 
Denmark) y en condiciones controladas manteniendo la humedad, a 5% CO2  
y  a 37 °C de temperatura.  
 Se observó diariamente el crecimiento con microscopio de contraste 
de fases (Leica DMIL LED –DFC320).  
  
Las células pueden crecer en suspensión pero lo más habitual es que lo 
hagan pegadas a la superficie del frasco, creciendo en una  monocapa. Se les 
cambia el medio cada dos días.  
         Cuando el crecimiento fue adecuado y las células alcanzaron la 
confluencia se procedió al doblaje, consistente en distribuir las células  
crecidas en varios frascos. 
 Se utilizó tripsina-EDTA (Gibco BRL) estéril para levantar las 
células de la superficie del frasco. 
 Se retiró  el medio de cultivo, se lavaron las células con PBS estéril, 
y se añadió 1 ml de tripsina al frasco dejando actuar entre 2-5 minutos a 
37
o
C en estufa dependiendo de cada tipo celular, para despegar las 
células de la superficie del frasco.  
 Se añadió medio de cultivo que contiene suero bovino fetal para 
detener el efecto de la tripsina sobre las células y se pasó todo el material 
a un tubo de centrifugación.  
 Se centrifugó 5 minutos a 1200 rpm.  
 Se eliminó el sobrenadante conservando el pellet de células. 
 Se  añadió  medio de cultivo nuevo, se dividió y se  sembraron  las 
células en frascos nuevos. 
 
3.3.1.1 Estudio inmunocitoquímico  
 
Estos estudios se realizaron sobre portaobjetos de vidrio con cámara 
Nunc™ Lab-Tek™,  con células en cultivo celulares siguiendo el  protocolo: 
 Retirar el medio de cultivo celular y lavar 3 veces con PBS. 




 Fijar las células con una solución de metanol-acetona en una 
proporción 1:1 durante 10 minutos. 
 Inhibir de la peroxidasa endógena con Perosidase blocking solution 
(Dako).  
 Lavar 3 veces con PBS. 
 
 Incubar 30 - 60 minutos con el anticuerpo primario correspondiente 
en cada pocillo. 
 Lavar 3 veces con PBS. 
 Incubar 30 minutos con el sistema de detección ENVISION (Dako). 
 Lavar 3 veces con PBS. 
 Lavar 3 veces con agua destilada. 
 Revelar 2 minutos con el sistema ENVISION (sustrato +cromógeno)  
 Lavar con agua corriente. 
 Desmontar los pocillos para liberar el portaobjeto. 
 Contrastar con hematoxilina 2 minutos 
 Deshidratar con alcoholes graduales (70, 80, 90 grados) y xiloles. 
 Montar el cubreobjeto con entellan. 
 
Los anticuerpos utilizados en el estudio han sido: GFAP, Ki-67, p53, y 
EGFR. Las características de los anticuerpos se indican en la tabla 16.  
Tabla 16. Anticuerpos utilizados en el estudio inmunocitoquímico 
Anticuerpo Dilución     Casa  Monoclonal/policlonal 
GFAP 1/500 Dako policlonal 
Ki-67/MIB-1 1/200 Dako monoclonal 
EGFR 1/50 Dako monoclonal 
p53 Pre-diluido Dako policlonal 
 
Para la lectura de la expresión de GFAP, Ki-67, p53, EGFR, se siguió 









3.3.1.2 Estudio citogenético  
 
Para estudiar el complemento cromosómico de las células en cultivo se 
procedió a realizar técnicas de citogénetica convencional (cariotipo), y 




 Sacrificio celular. Realización de extenciones 
Cuando el cultivo ha alcanzado un índice mitótico adecuado, se procedió 
al sacrificio celular para la obtención de metafases. 
Este proceso se realizó según el siguiente protocolo: 
 Se añadió 0,1 ml de Colcemid (Gibco BRL) al frasco y se dejó en la 
estufa (37 ºC)  durante 2 horas mínimo. 
  Se  recogió el medio del frasco y se guardó en un tubo. 
  Al frasco se le añadieron 2 ml de tripsina y se dejó 5 minutos en el 
baño (37 ºC). 
 Para recoger las células se utilizó su medio, vertiéndolo en el frasco, 
resuspendiendo varias veces para recoger todas las células. De esta manera 
se sueltan las células del frasco.  
 Se  pasaron a un tubo y se centrifugaron 5 minutos a 1200 rpm. 
 Se eliminó el medio y se añadió 5 ml de cloruro de potasio (KCL) 
(0.075M) y se  incubó en el baño (37 ºC) durante 15 minutos. 
 Se centrífugó 5 minutos a 1200 rpm.  
 Se  eliminó el sobrenadante y se le añadió 5 ml de carnoy compuesto 
por una mezcla de  metanol y  ácido acético, a razón 3:1. 
 Se incubó en nevera a 4 ºC,  20 minutos. 
  Se centrífugó a 1200 rpm, 5 minutos.  
 Se retiró el sobrenadante y se volvió a añadir carnoy recién 
preparado.  Este lavado se repitió un número de veces que depende de la 
cantidad de muestra que haya quedado en el tubo. 
 Se guardaron los tubos a -20 ºC hasta el momento de hacer 
extensiones. 
 




Las extensiones servirán para estudiar las metafases y para realizar FISH 
de cultivos celulares. Para realizar extensiones se retira casi todo el carnoy y 
se resuspende el sedimento celular. Se deja caer una gota con una pipeta 
Pasteur sobre un portaobjetos limpio y frío. 
 
Cariotipo: Para el estudio del cariotipo se llevó a cabo un protocolo de 
tinción de bandas G. Las preparaciones deben de estar envejecidas a 
temperatura ambiente durante 5-6 días. La preparación envejecida se 
introduce en tripsina 0,25% en PBS (Gibco BRL) durante aproximadamente 
2-3 segundos. Se lava con agua corriente. Se observa el estado de las 
metafases en el microscopio de contraste de fases. Las preparaciones se tiñen 
con una solución de Giemsa (10%) en tampón McIlvaine (pH=6,8) durante 5 
minutos. Se lavan con agua corriente y se dejan secar. 
El análisis se realiza con un microscopio Leica DMD 108 con el objetivo 
de 40x que permitió localizar las mitosis y con el objetivo de 63x, se 
tomaron fotografías de las mitosis encontradas por campo anotando las 
coordenadas de cada mitosis. Las fotos se analizaron utilizando el programa 
Adobe Photoshop CS5 para obtener los diferentes cromosomas individuales 
para ordenarlos posteriormente en una plantilla creada para tal fin y poder 
detectar las anomalías o alteraciones cromosómicas de cada caso. 
 
FISH: El análisis de FISH se realizó sobre núcleos y metafases 
provenientes de cultivos celulares. El protocolo que se ha seguido es el 
mismo que se ha detallado en el punto 3.2.4.1 eliminando los dos primeros 
pasos relacionados con la rehidratación y desparafinización de las muestras. 
        La valoración de los resultados de FISH se ha realizado en las 
siguientes condiciones: Las señales fluorescentes se evaluaron utilizando un 
fotomicroscopio Leica DFC 340FX con filtros adecuados. En los estudios se 
evaluaron entre 100-150 núcleos de las células cultivadas y en todas las  
metafases. Se valoraron las señales rojas que marcan el gen EGFR y la señal 
verde de los centrómeros del cromosoma 7. Se calculó el número de señales 
para el gen EGFR y el CEP 7 en cada caso, seguido del cálculo de la ratio 
EGFR/CEP 7. El gen EGFR se consideró amplificado cuando la relación 
EGFR/CEP 7 fue mayor de 2 170. 
 




 3.3.1.3 Extracción de DNA de los cultivos celulares 
 
Se realizó la extracción de DNA a partir de 4x10
6
 células de los 
diferentes cultivos celulares y se utilizó el kit  QIAamp DNA Blood mini  
(Invitrogen).  
Para la extracción de DNA de células se siguió el protocolo recomendado 
por el fabricante que puede resumirse en los siguientes pasos: 
- Obtención del pellet de células. Hasta  4x10
6
 células fueron  
tripsinizadas y luego resuspendidas en 200 µl de PBS (Gibco BRL). 
-  Digestión. Se añadieron 20 µl de proteinasa K, agitación por vortex 15 
segundos e incubación a 56
o
C  durante 10 minutos. 
- Se añadió 200 µl de etanol 100%, agitación por vortex 15 segundos. 
- Retención del DNA. Se realizó la transferencia de la mezcla anterior a 
una columna de sílica-gel  (QIAamp spin column), se centrifugó a 8000 rpm 
durante 1 minuto y se eliminó el eluyente. Se añadió 500µl del tampón AW1 
y se centrifugó a máxima velocidad (14 000 rpm) durante 1 minuto 
desechándose el eluyente. Se añadió 500 µl del tampón AW2 y se centrifugó 
a máxima velocidad (14000 rpm) durante 3 minutos desechándose el 
eluyente. Se repitió la centrifugación de 1 minuto para eluir cualquier resto 
de solución de lavado. 
- Elución del DNA. Se añadieron 80 µl de tampón TE bajo EDTA, 
primero  40 µl incubándose durante 2 minutos y centrifugándose a 10 000 
rpm durante 1 minuto, este paso se repitió hasta completar el volumen final 
de  80 µl.  
El DNA de todos los casos estudiados fue conservado a -20 ºC. 
 
3.3.1.4 Caracterización genética de los cultivos celulares por MLPA 
 
 Para este estudio se utilizó DNA extraído de los diferentes cultivos 
celulares para el estudio por MLPA siguiendo el protocolo descrito en el 
punto 3.2.4.4 y utilizando  el kit  Salsa MLPA KIT P105-D1 Gliomas-2, para 








3.3.2 Transfección en células tumorales de los cultivos celulares de 
glioblastomas: Inhibición de miR-200c, sobreexpresión de       
miR-200c y silenciamiento de EGFR 
 
Para la transfección en las líneas celulares y cultivos primarios de GB. Se 
utilizaron inhibidores y precursores (activadores) de miRNAs  y un 
silenciador de  EGFR (Tabla 17). Los estudios de transfección se llevaron a 
cabo mediante el método de lipofección  con  Lipofectamina RNAimax 
(Invitrogen).   
          
La lipofección es una estrategia para transportar e introducir material 
genético en células. Este material genético no puede introducirse 
directamente, sino que debe ser transportado en un sistema que lo proteja. 
     En la lipofección, el material genético va introducido en un liposoma 
catiónico  que tiene afinidad por la membrana. Este es un sistema que 
transporta el inhibidor o activador del miRNA o el silenciador de EGFR 
hacia el interior de la célula. Se caracteriza por su baja toxicidad, alta 
versatilidad química y alta eficacia. Se utilizan controles positivos y 
negativos que aparecen referidos en la tabla 17 para garantizar la eficiencia 
de la transfección en las células.  
 












































Para realizar el método de transfección con Lipofectamina RNAiMAX se 
realizó el protocolo recomendado por el fabricante, que puede resumirse en 
los siguientes pasos:   
 
 Se despegan las células sembradas en frasco utilizando 
tripsina estéril y se realiza un contaje de células utilizando 
Counting Slides dual y el Núcleo counter TC20 (Biorad, 
Madrid, España), para determinar el número de células 
totales, y  la cantidad de células vivas usando colorante 
azul tripan. 
 Se siembran 200000 células por pocillo en placas 
multipocillos (6 well plate NUNC) 24 horas antes de la 
transfección y con una confluencia del 60-80%. 
 Se le cambia el medio a las células y se le pone medio 
 sin antibiótico y sin FBS. 
 
 Se realizan dos mezclas, la mezcla 1 de cada  RNA con 
medio OPTIMEM (Gibco BRL), y la mezcla 2 de 
lipofectamina RNAiMax con OPTIMEN. OPTIMEN  es 
un medio adecuado para favorecer la formación del 
complejo de lipofección. 
 Se une la mezcla 1 con  la mezcla 2 y se deja incubar 5-20 
minutos a temperatura ambiente. 
 Se añaden 250 µl de la mezcla en cada pocillo. 
 Se incuba la placa a 37 ºC en estufa 6 - 24 horas. 
 Se cambia el medio de cultivo. 
 
A las 24 horas postransfección se levantan las células, se realiza contaje 
celular y se siembran 10000 células por pocillo en placas de 96 pocillos para 
ensayos de proliferación celular. También se siembran 30000 células por 
pocillo en  portaobjetos de vidrio con cámara Nunc™ Lab-Tek™ (Nunc, 
Rochester, New York, USA)  para inmucitoquímica y 300000 células para 
estudios de migración celular.  
A las 48 horas postransfección se recogen las células de los pocillos para 
la extracción de ácidos nucleicos (RNA) para el análisis de la eficiencia de la 
inhibición del miR-200c, sobreexpresión miR-200c o silenciamiento de 




EGFR mediante qRT-PCR. A las 72 horas se recogen las células para la 
extracción de proteínas para el análisis de dianas por western blot. 
La eficiencia de la transfección se confirmó midiendo la expresión por 
qRT-PCR de dianas de controles internos de transfección, y también 
utilizando el control fluorescente Alexa Fluor Red fluorescente BLOQUE-iT 
(Life Technologies) incorporado a las células controles mediante 
transfección con lipofectamina RNAiMAX. Se visualiza con un microscopio 
Leica DMIL LED y para la captación de imágenes una cámara Leica DFC 
42°C.  
3.3.3  Estudios de viabilidad celular  
 
Los estudios de viabilidad celular comprenden tanto el ensayo de 
viabilidad celular por luminiscencia, como el control de la viabilidad de las 
células en cultivo para comprobar que estén libres de contaminación por 
micoplasmas. Los ensayos de viabilidad celular por luminiscencia se 
realizan posteriormente, después del ensayo de transfección tanto en las 
células controles  como en las trasfectadas. Por su parte la detección de 
micoplasmas se realizó antes de iniciar el modelo de trasfección y posterior a 
este.  
 
Ensayo de  Viabilidad celular por luminiscencia  
 
Para el ensayo de viabilidad celular se utilizó el kit comercial  Cell Titer-
Glo Luminescent Assay (Promega Biotech Ibérica, Madrid, España), basado 
en la cuantificación del ATP presente en el medio tras añadir el reactivo 
CellTiter-Glo (Figura 18). La generación de una señal luminiscente  se  
cuantificó mediante el sistema de luminometría (Victor X3, Perkin Elmer). 
Previamente se hizo un estudio para determinar el número óptimo de células 
por pocillo según cada tipo celular variando la cantidad de células 0-50000 
células por pocillo. Se llegó  a la decisión de sembrar 10000 células.   
Se realizó siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante que se 
describe brevemente a continuación: 
 En una placa de 96 pocillos se siembran inicialmente con  10000 
células por pocillo en un volumen de medio de cultivo de 200 µl.  




 El ensayo se hace por triplicado y se preparan pocillos controles sin 
células para obtener el valor de fondo y restarlo a la medida obtenida. 
 Se equilibra la placa a temperatura ambiente 30 minutos. 
 Se añade por pocillo 100 µl del reactivo CellTiter - Glo que se 
prepara añadiendo el CellTiter tampón al  CellTiter sustrato.  
 Se coloca la placa en el luminómetro y se programa para que realice 
un movimiento orbital de 2 minutos, luego una incubación a temperatura 
ambiente durante 10 minutos para estabilizar la señal de luminiscencia y 










Figura 18. Esquema del ensayo de viabilidad celular (www.slideshare.net). 
 
Detección de Micoplasmas 
 
      Para la detección de micoplasmas en cultivos celulares se realizó una 
PCR y se utilizó el kit Mycoplasma Test Kit EZ-PCR (Lonza, Rockland, 
ME, USA). Los pasos a seguir fueron: 
 Se recogió 1 ml de sobrenadante de las células en cultivo que haya 
estado en contacto con las células al menos 3 días. 
 Se centrifugó el sobrenadante a 20000g durante 10 minutos. Se 
obtendrá el sedimento en el cual podría estar el micoplasma si estuviera 
presente en el cultivo celular. 
 Se añadió 10 µl del tampón presente en el kit y se homogeneizó. Se 
incubó a 95
o
C durante 3 minutos. 
 Se realizó una PCR utilizando los componentes que se describen en 
la tabla 18, poniendo un control negativo y un control positivo (Positive 
Template control) este último a una dilución 1/500. 
 




                             



















 Electroforesis. Los productos de PCR obtenidos se corrieron en un 
gel de agarosa al 2%. Para preparar el gel de agarosa se cargaron las 
muestras en el gel y se corrieron las muestras a 120V durante 30 minutos 
aproximadamente. Se  reveló el gel de agarosa poniéndolo en la  cámara 
del transiluminador de luz UV.  
 Análisis de los productos amplificados: Para dar como positivo la 
presencia de micoplasmas en el cultivo celular debe aparecer en la imagen 
las bandas limpias aproximadamente a 270 bp y a la misma altura que el 
control positivo de micoplasma. 
 
3.3.4 Extración y aislamiento de RNA y miRNA de los cultivos 
transfectados  
 
Para la extracción y aislamiento de RNA y miRNA a partir de células en 
cultivo se siguieron los pasos que marca el protocolo mirVana miRNA 
Componentes Volumen (µl) 
H2O 6 
Reaction Mix PCR 2 
Muestra 2 
Volumen Total 10 
94 ºC     30 seg 
 
96 ºC    10 seg 
55 ºC     5 seg 
60 ºC     4 min 
 
94 ºC     30 seg 
60 ºC     120seg 
72 ºC     5   min 
35 ciclos 




Isolation Kit (Ambion), siguiendo las instrucciones del fabricante descritas 
para cultivos celulares.  
Inicialmente las células adherentes fueron tripsinizadas y resuspendidas 
en 1ml de PBS y mantenidas en hielo. Luego se centrifugó a baja velocidad 
800 rpm y fue eliminado el PBS. Los pasos siguientes son los que están 
referidos en el punto 3.2.4.6. 
 
   3.3.5 Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real  
 
Para el caso del RNA total extraído de células previamente transfectadas 
con algún RNA varía el protocolo, según los pasos siguientes: 
 Por cada  muestra de RNA total (10 ng) preparada previamente en  
5 µl, se añadió 3 µl del primer TaqMan MicroRNA Assay 5X 
correspondiente a cada tubo. Se le dió un spin para eliminar las burbujas 
y precipitar las gotas al fondo del tubo. 




 Se colocaron los tubos en hielo y se añadieron 7 µl de la mezcla de 
componentes de la RT. Se le dió un spin para eliminar las burbujas y 
precipitar las gotas al fondo del tubo. 
  El programa del termociclador fue el mismo que el del punto 
3.2.4.8.  
 Se aplicó vortex y spin suave a los componentes y se mantuvieron en 
hielo todos los componentes de la muestra y el cDNA obtenido previamente.  
 Se preparó la mezcla de componentes según indica la tabla 19. 
      
     Tabla 19.  Componentes de la qRT-PCR de miRNAs 
        Componentes  Volumen (µl) 
TaqMan Universal Master Mix II,no UNG (2x) 10 
Taqman MicroARN  Assay (20X) 1 
cDNA+H2O 2 +7 
Volumen total 20 
 
 Se calculó el volumen de cada componente multiplicado por el 
número de muestras y pocillos a ensayar en placas de 96 pocillos (Sarstedt)  




y se sellaron con film adhesivo (Sarstedt). Finalmente se le dió un spin a la 
placa para eliminar burbujas y precipitar las gotas al fondo de cada pocillo. 
 Se programó el sistema ABI Prism 7900 HT Fast Real Time PCR  de 
la siguiente manera: 2 minutos de incubación a 50
o
, 10 minutos a 95
o
C y 40 
ciclos de PCR, 15 segundos a 95
o
C y 1 minuto a 60
o
C. 
Las sondas utilizadas para la qRT-PCR están detalladas en la tabla 14 en 
el apartado de “Estudios genéticos y epigenéticos”.  
 
3.3.6  Extracción de proteínas de cultivos celulares y técnica de western 
blot 
 
    Para proceder a obtener proteínas de células en cultivo, se siguieron los 
pasos descritos a continuación: 
 Lavar las células 3 veces con PBS 1X estéril y congelar a -80ºC al 
menos durante 2 horas.  
 Preparar el tampón lisis descrito anteriormente, según las placas que 
vayamos a procesar. 
 Añadir 500 µl por frasco de 75 cm2, o ajustar el volumen si se 
utilizan placas de 6 pocillos. Raspar la superficie con  scrapper para levantar 
las células y recoger todo en un eppendorf. 
 Incubar durante 30 minutos en hielo los eppendorf. 
 Centrifugar a 4 ºC, durante 30 minutos  a 1500g. 
 Trasladar el sobrenadante  a un nuevo eppendorf y desechar el pellet. 
La proteína obtenida se cuantifica y se utiliza para estudios por western 
blot según el procedimiento explicado en el apartado 3.2.5. 
 
3.3.7  Estudios de migración celular  
 
 El estudio de migración se realizó utilizando “CytoSelect TM Wound 
Healing Assay Kit (Bionova, Madrid, España). Está basado en el análisis de 
un cultivo en monocapa de células confluentes hacia una “brecha” o “herida” 
por inserción de una estructura plástica o membrana de forma lineal que 
impiden el crecimiento. La eliminación del inserto y estudio secuencial del 
crecimiento define la capacidad migratoria de las células.  




 Se sembraron 500000 células por pocillo en  placas de 24 pocillos que 
previamente tenían el inserto lineal que impedía el crecimiento en esa zona 
de la placa. Pasadas 24 horas se levantó el inserto y se hicieron fotos a las 















Figura 19. Esquema representativo del ensayo de migración celular.    
(CytoSelect TM Wound Healing Assay Protocol). 
 
 
El análisis se realizó sobre las imágenes obtenidas secuencialmente, con 
un microscopio Leica DMIL LED y captación de imágenes con la cámara 
Leica DFC320 mediante un estudio subjetivo, manual y una objetivación 
morfométrica automatizada, de la ocupación del espacio por la migración de 
las células.  
Con ayuda del programa de morfometría Image Pro Plus 6.0 (Media 

























4.1 Estudio clínico 
 
El estudio clínico del presente trabajo está basado en el análisis de 46 
tumores con el diagnóstico de glioblastoma primario, IDH no mutado, de 
pacientes intervenidos en el Servicio de Neurocirugía del Hospital Clínico 
Universitario de Valencia. Este estudio ha sido revisado y aprobado por el 
Comité Ético del Hospital Cínico Universitario de Valencia.   
Los resultados del estudio clínico aparecen referidos en la tabla 20, en  
ella se describe la edad, sexo, localización, tamaño del tumor, síntoma 
inicial, duración del síntoma inicial (DSI), índice de Karnofsky, cirugía, 
radioterapia, quimioterapia y la superviviencia de los 46 pacientes 
analizados. 
 Sexo y Edad: En los pacientes estudiados se ha observado una 
prevalencia mayor en hombres que en mujeres, el 63% (29 casos) fueron 
hombres y el 37% (17 casos) mujeres, con un ratio 1,7/1. La edad al 
momento del diagnóstico osciló en un rango de 24 a 75 años, siendo la 
media de edad de los hombres de 58 años y la de las mujeres de 60 años.  
Síntomas: Se observó como síntoma inicial déficit neurológico (DN) y/o 
hipertensión intracraneal (HTIC), con excepción de un caso que presentó 
crisis  comicial (CC). 
DSI: La duración del síntoma inicial  en los casos con DN fue de 1-37 
días con una media de 11,4 días, con HTIC fue de 1-45 días con una media 
de 14,3 días y el caso que presentó CC de 4 días. 
IK: El índice de Karnofsky se situó en 100 en cuatro pacientes (9%); en 
90 en nueve pacientes (20%); en 80 en siete pacientes (15%); en 70 en 24 
pacientes (52%), y por debajo de 60 en dos pacientes (4%).  
Tamaño del tumor: La valoración del tamaño del tumor  se realizó sobre 
la imagen radiológica tomándose como valor el diámetro mayor del tumor. 
Fue menor de 4 cm en 22 casos (48%), de 4 a 6 cm en 20 casos (43%) y 
mayor de 6 cm en 4 casos (13%).  
Localización: La localización del tumor en los casos estudiados fue 
variable, en el lóbulo temporal 19 tumores (42%), en el lóbulo parietal 13  
(28%), en el lóbulo frontal 11 (24%), dos tumores se localizaron en el lóbulo 





mayoría de los casos se localizaron en la región temporo-parietal, un total de 
32 tumores. 


























CC: Crisis comicial; Cc Cuerpo calloso; DN: Déficit neurológico; Dr: Derecha; 
DSI duración del síntoma inicial; F: Femenino; F:Frontal;  HTIC: Hipertención 
intracraneal; Iz: Izquierda; M: Masculino; O: Occipital; P:Parietal; QT-T: 
Quimioterapia –Temozolomida; QT (BCNU): Quimioterapia (carmustina (BCNU)), 
RT: Radioterapia; T: Temporal. 
Tratamiento: Todos los pacientes fueron intervenidos quirúrgicamente   
realizando una resección del tumor, y como tratamiento adyuvante se utilizó 
radioterapia o quimioterapia o la combinación de los dos tratamientos. 
En el tratamiento radioterápico la dosis empleada  fue de 46- 60 Gy.  El 
tratamiento  quimioterapéutico se basó en la utilización  de  temozolomida   
(QT-T)  y /o BCNU. 
El 48% de los pacientes recibió un tratamiento mixto de radioterapia y 
quimioterapia. En el  resto de los casos el tratamiento aplicado fue: 18 casos 
(39%) se trataron con radioterapia, dos casos (4%) recibieron como 
tratamiento quimioterapéutico  implantes que contienen el agente alquilante 
carmustina (BCNU), un caso (2%) con quimioterapia-temozolomida, 3 casos 
(7%) recibieron un tratamiento paliativo de los síntomas post-cirugía. 
Supervivencia: La supervivencia de los pacientes desde el diagnóstico 
hasta el su fallecimiento  osciló entre 1- 38 meses con una media de 13,2 
meses. En el 13% de los  casos la superviviencia fue menor de 4 meses, en el 
45%  fue de  4 a 12 meses, en el 33 % de los casos fue de 13 a 38 meses y en 
el  9 % de los casos  no se conoció su superviviencia. 
 
 
4.2 Estudio neuropatológico e inmunohistoquímico 
 
 El estudio neuropatológico mostró en todos los tumores los criterios 
morfológicos establecidos para el diagnóstico de GB: alta densidad celular 
(Figura 20A), heterogenidad morfólogica, pleomorfismo nuclear, y anaplasia 
con perdida del patrón celular diferenciado. Se detectó la presencia de 
patrones morfológicos celulares de tipo gemistocítico, oligo like, y/o  de 
célula pequeñas indiferenciadas. 
En 10 tumores (casos 1, 6, 9, 21, 22, 24, 26, 33, 35 y 46) se observó la 
presencia de gemistocitos, celulas neoplásicas astrocíticas de citoplasma 





En seis de los casos (4, 8, 9, 10, 16 y 32) se observaron poblaciones 
celulares de tipo oligo-like. Se consideró esta variante cuando se observó  el 
15% de la celularidad caracterizada por el núcleo redondeado y citoplasma 
bien definido, pálido y poligonal.   
   En tres de los casos estudiados (29, 42 y 43) los tumores mostraban un 
claro predominio de células pequeñas, con núcleos hipercrómicos, 
discretamente polimorfo, escaso citoplasma lo que aportó al tumor un patrón 
monomorfo de célula indiferenciada. 
En dos casos (39 y 40) y con carácter focal se observó la presencia de 
células gigantes de núcleo irregular, con multinucleación. 
En la mayoría de los casos se detectó la presencia de mitosis abundantes 
(Figura 20B). 
 
Dos de los criterios diagnósticos evidenciados fueron las alteraciones en 
la vascularización y la necrosis. 
La hiperplasia vascular con carácter displasico se observó en todos los 
casos. Los vasos mostraron alteraciones estructurales alterando su forma 
lineal, formando penachos y estructuras pseudoglomerulares, con una fuerte 
expresión inmunohistoquímica CD34 (Figura 20C y 20D). 
   El endotelio apareció hipertrófico, cuboide, con núcleos prominentes y 
evidentes nucléolos. Presentaban imágenes hiperplásicas  y  con tendencia a 
la solidificación. Se acompañó de hiperplasia de las células perivasculares. 
Aisladamente  se observaron figuras mitóticas.  
La presencia de necrosis, se observó en todos los casos. En general se 
observaron extensas áreas de necrosis, de contornos irregulares. Estas áreas 
de necrosis se asociaban con luces vasculares trombosadas (Figura 20E).  
Los límites periféricos mostraron acúmulos celulares con tendencia a 
formar  patrones morfológicos de pseudoempalizada. En forma aislada fue 
posible observar micronecrosis asociadas a pequeños vasos, delimitadas 








































Figura 20: Características histológicas generales del glioblastoma A) 
Densidad celular alta. Patrón indiferenciado (H.E 10x). B) Patrón astrocitario 
anaplásico  H.E 40x). C) Hiperplasia vascular. Estructuras pseudoglomerulares 
(H.E 20x). D) Hiperplasia vascular: Inmunotinción CD-34 (10x). E) Necrosis 







Patrones de infiltración 
 
En todos  los tumores estudiados se observó infiltración de células 
neoplásicas en el tejido circundante. Se diferencian dos patrones 
morfológicos de infiltración: un patrón difuso y un patrón nodular (Tabla 
21). 
El patrón difuso, viene caracterizado por un límite mal definido  en la 
periferia del tumor. A este nivel  la densidad celular decrece de forma 
progresiva no pudiéndose definir un límite entre el tejido neoplásico y el 
tejido normal. Este patrón fue observado en 19 casos. (Figura 21A). 
El patrón nodular viene caracterizado por un cambio brusco de la 
densidad celular entre el tumor y el tejido circundante. Este patrón se 











Figura 21. Patrones de infiltración en el glioblastoma con técnicas de H-E. 
A) Patrón Difuso (20x). B) Patrón nodular (20x), las flechas indican el cambio 















Tabla 21. Estudio de los patrones de infiltración y de los  marcadores 






































El estudio inmunohistoquímico se orientó hacia el  diagnóstico  y 
caracterización de los tumores. Este estudio fue realizado sobre cuatro 
muestras aleatorias del tumor, en cada uno de los casos, sobre matrices 
tisulares. Los valores se indican en la tabla21. 
 Expresión de GFAP. Fue positiva en el citoplasma de las células 
neoplásicas en los 46 tumores. La expresión de GFAP fue heterogénea entre 
tumores y dentro del mismo tumor. En el 91% de los 46 casos estudiados, la 
expresión fue valorada con un nivel 3, correspondiente a más del 75% de la 
población tumoral; en  el 9% de los tumores,  fueron valorados con un nivel 
2 que corresponde a una expresión mayor del 10% y menor del 75% de la 
población celular (Figura 22A).  No se detectaron tumores con menos del 
10% de las células con expresión positiva. 
 Expresión de CD34. Los patrones de vascularización, hiperplasia 
endotelial, estructuras pseudoglomerulares se observaron en todos los 
tumores con la expresión positiva de CD34 a nivel de endotelios.  
Expresión de EGFR. Se ha observado la positividad de este receptor  en 
la membrana celular y prolongaciones. La expresión fue variable entre los 
tumores y dentro del mismo tumor, mostrando en el 28% de los casos, un 
nivel de expresión alto, nivel 3. En el 21% un nivel de expresión intermedio, 
nivel 2. En el 18%, la expresión fue focal, en células aisladas, con un nivel 1. 
En el 33%, la expresión de EGFR fue negativa, identificándose con un nivel 
de expresión 0 (Figura 22B). 
Expresión de p53. Se observó a nivel nuclear, dando como resultado que 
en el 26% de los casos, se detectó expresión positiva  con un nivel 3, 
correspondiente a más del 50% de las células neoplásicas; en el 20%, el 
nivel de expresión fue 2, correspondiente a un 25-50% de las células; y con 
un nivel 1, correspondiente a menos del 25% de las células se observó en el  
34% de los casos. En el 20%, la expresión de p53 fue focal o negativa 
(Figura 22C). 
Expresión de Ki67/MIB-1. Se observó que un 25% de los casos  
mostraron un índice de Ki67 del 25% al  50% con una media del 37,8%, en 
el 34% presentaron un índice de Ki67 entre el 5 y el 25%, con una media de 
expresión del 14,5 y en el 43% de los casos fue  menor del 5%  con una 
media de expresión del 2,7% en las células neoplásicas (Figura 22D). 
En el estudio inmunohistoquímico de los tumores se observó la gran 























Figura 22: Expresión inmunohistoquímica en los GB. A) Expresión 
citoplásmica GFAP (40x). B) Expresión de EGFR (10x). C) Expresión nuclear 
de p53 (40x). D) Expresión nuclear de Ki67 (20x).  
 
 
4. 3 Estudios genéticos y epigenéticos.  
 
Se ha realizado  la caracterización genética y epigenética de los 46 
tumores primitivos de glioblastoma primario. Se ha estudiado la 
amplificación de EGFR mediante FISH, siendo esta técnica la que nos ha 
servido para incluir la serie de nuestros casos en tres grupos distintos según 
el estatus de este gen. Se ha analizado también este gen mediante PCR. Se 
analizó la variación en el número de copias y el estudio de metilación 
mediante las técnicas MLPA y MS-MLPA en diferentes kits de genes. Así 
mismo se ha realizado el estudio de miRNAs mediante técnicas de arrays. 
Los resultados de los miRNAs están ligados al modelo experimental 





4.3.1  Amplificación de EGFR  
 
Se analizaron por hibridación in situ de fluorescencia los 46 casos de 
glioblastoma. Se analizó el estatus de amplificación de EGFR, y la presencia 
de trisomías o polisomías del cromosoma 7, en tejido incluido en parafina 
sobre matrices tisulares. 
Los resultados obtenidos mostraron que el 65% de los casos estudiados 
presentaron amplificación de EGFR con diferentes niveles de amplificación 
(Tabla 22). 
Basándonos en el nivel de amplificación de EGFR hemos dividido los 
casos en tres grupos: 
Grupo H-amp. Alto nivel de amplificación (casos 1-20): el 43% de los 
casos se  incluyeron en este grupo. En ellos se observó un alto número de 
copias por núcleo en el 15%-100% de sus células (Figura 23A). En 12 casos 
se observó este tipo de amplificación en más del 60% de los núcleos 
(valorado como grado 3 de amplificación); en 7 casos una amplificación 
entre el 15-60% de los núcleos (valorado como grado 2 de amplificación); y 
el caso 20 presentó la particularidad de un gran número de copias por núcleo 
pero en células aisladas.  
El tipo de amplificación de EGFR en este grupo correspondería a la 
descrita como dobles minutes (dmin) 4, 27, 163, 186, 187 282.  
Grupo L-amp. Bajo nivel de amplificación (casos 21-30): el 22% de los 
casos se incluyen en este grupo. En ellos se observó un bajo número de 
copias de EGFR en un número no superior al 15% de las células (Figura 23 
B). Estos casos se clasifican como un grado 1 de amplificación.  
El tipo de amplificación de EGFR en este grupo corresponde a la 
presencia de copias extras de este gen insertadas en los brazos p y q del 
cromosoma 187, 186. 
    Grupo N-amp. No amplificación (casos 31-46): el 35% de los casos se 
incluyen en este grupo y  no presentaron amplificación de EGFR (Figura 23 
C). Estos casos sin amplificación se han valorado con un grado 0.  
 
Estatus de cromosoma 7.  Se observaron trisomías (T) en el 100% de los 
casos y presencia de trisomías  junto  con polisomias (P) en 22 casos (47%) 





grupo H-amp en el 35% de los casos, en el grupo L-amp en el 100%, y en el 





























         Figura 23. Amplificación de EGFR analizado por FISH. A) y B): Alto nivel de 
amplificación (100x). C) y D): Bajo nivel de amplificación (100x). E) y F): No amplificación 
(100x). Núcleos con trisomías en el cromosoma 7 en la figura B (100x). Núcleos con 
polisomías en el cromosoma 7 en la figura F (100x). Las señales rojas corresponden a EGFR, 









Tabla 22. Estudio de EGFR/CEP-7 por FISH. H-amp: alto nivel de 
amplificación, L-amp: bajo nivel de amplificación, N-amp: no amplificación. 






































4.3.1.1  Estatus del EGFR mediante  PCR diferencial  
 
    El estudio mediante PCR diferencial permitió analizar de manera  
cualitativa y cuantitativa la amplificación del gen EGFR. De los 46 casos 
estudiados se escogieron 23 casos de los tres grupos de amplificación de este 
gen analizados por FISH.  Los casos 1, 3, 4, 5, 8, 9, 10, 12 y 20  del grupo 
H-amp, los casos 21, 22, 23 y 24 del grupo L-amp, y los casos del 31 al 40 
del grupo N-amp.  
Se detectó la amplificación del EGFR en 8 casos, todos ellos 
correspondientes a los casos incluidos en el grupo H-amp con excepción del  
caso 20 que formando parte del grupo H-amp no presentó  amplificación que 
pudiera ser detectada por PCR. Los 15 casos restantes no presentaron 
amplificación del gen que pudiera detectarse en la PCR, correspondiendo a 













Figura 24: PCR diferencial en GB. A) Casos del grupo H-amp. B) Casos del 
grupo L-amp. C) Casos del grupo N-amp.   D) Se observa en el gel de referencia 
la banda correspondiente al  gen INF que no puede ser identificada en la figura 
A, debido a la amplificación del gen EGFR. Se utilizaron como control 
positivo una muestra de cáncer de pulmón con amplificación de EGFR, y 









Esté método no fue capaz de detectar la baja amplificación del gen 
EGFR en  los casos del grupo L-amp. 
 
4.3.1.2 Amplificación de EGFR por FISH relacionada con la expresión 
inmunohistoquímica de la proteína EGFR 
 
Con respecto a la expresión de EGFR en los casos con diferentes niveles 
de amplificación de EGFR, se observó, que en el grupo H-amp todos los 
casos presentaron sobreexpresión de la proteína detectada por 
inmunohistoquimica (grados 2 y 3), con excepción del caso 20 que presentó 
amplificación de EGFR solo en células aisladas y en el que no fue detectada 
la expresión de la proteína EGFR.  
En el grupo L-amp todos los casos excepto uno, que presentaba 
sobreexpresión (caso 25), presentaban un grado bajo de expresión de la 
proteína EGFR, o ninguna expresión.  
En el grupo N-amp tres casos presentaron sobreexpresión de EGFR. El 
resto de casos mostraron un nivel bajo de expresión de la proteína o una 
expresión negativa.  
Estos resultados se detallan en la tablas 21 y 22 y en la figura 25. 
 
La correlación entre el estado de amplificación del gen EGFR, y la 
expresión inmunohistoquímica de la proteína EGFR fue estadísticamente 
muy significativa (p  = 4.3E
-6
) según el test de Chi-cuadrado. Pero debido a 
los valores pequeños y al tamaño muestral se realizó el coeficiente de 
asociación gamma de Goodman and Kruskal, obteniéndose un valor de  































Figura 25. Análisis comparativo entre la amplificación de EGFR por FISH y la 
expresión de la proteína EGFR detectada por inmunohistoquímica 
 
4.3.1.3 Parámetros clínicos e histopatológicos en los diferentes grupos de 
amplificación de EGFR 
 
En el grupo con alto nivel de amplificación de EGFR (H-amp) la 
incidencia  del tumor  por sexos fue similar en hombres y en mujeres, 10 





grupos con bajo nivel de amplificación (L-amp) y en el de sin amplificación 
(N-amp) fue superior en hombres que en mujeres; en el grupo L-amp se 
detectó el tumor en 8 hombres y 2 mujeres y en el grupo N-amp en 11 
hombres y 5 mujeres.   
La edad media  de los pacientes  fue superior  en el  grupo H-amp (62 
años) con  respecto  al grupo N-amp (60 años), a diferencia del grupo L-amp 
que fue inferior, con una media de edad de 50 años.  
La  localización  del   tumor fue variable en los tres  grupos. En  el grupo  
H-amp el tumor se localizaba principalmente en la región temporal, seguido 
de la región frontal, de la región parietal, de la región occipital y por último 
del cuerpo calloso. En el grupo L-amp se localizaba en la región parietal, 
seguido de la región temporal. En el grupo N-amp la localización del tumor 
fue equitativa entre las regiones frontal, temporal y parietal, y menor 
incidencia en la región occipital.  
El síntoma  inicial  predominante fue el HTIC en  los  grupos  H-amp y 
N-amp, y el déficit neurológico en el grupo L-amp. La duración del síntoma 
inicial (DSI) fue igual en  los  grupos H-amp y L-amp, con una media de 13 
días y en el grupo N-amp con una duración de 11 días. 
El índice de Karnofsky predominante en los  grupos H-amp y L-amp fue 
70, a diferencia del grupo N-amp que fue 90. 
El tamaño del tumor fue mayor en los casos del grupo H-amp con una 
media de 4,2 cm, seguido del grupo L-amp con un tamaño de 3,7 cm y 
finalmente del grupo N-amp con una media de 3,2 cm.  
El tratamiento principal en el 100% de los casos de todos los grupos fue 
la cirugía y como tratamiento adyuvante predominó la RT+QT en los  
grupos H-amp y N-amp y la RT en el grupo L-amp. 
La superviviencia de los pacientes, en los diferentes grupos fue la 
siguiente: en el grupo H-amp la media de supervivencia fue de doce meses, 
en el grupo L-amp alrededor de los trece meses, mientras que en el grupo   
N-amp la media fue algo superior, alrededor de los catorce meses. 
 
Con respecto a los patrones de infiltración se observó que el patrón 
nodular apareció preferentemente en los grupos L-amp y N-amp. Solo un 
caso con este patrón se presentó en el grupo H-amp. 
La media de expresión de la proteína GFAP en todos los grupos fue de 





media del grupo  L-amp (14,4%) y a la media del grupo N-amp que presentó 
un índice de Ki-67 muy inferior, de 8,7%. En los tres grupos la expresión de 
la proteína nuclear p53 fue variable. La media de expresión de p53 en los 
diferentes grupos fue de 25%, 20% y 31% de las células respectivamente.  
 
El análisis estadístico: Entre las variables cuantitativas (edad, IK, DSI, 
tamaño, supervivivencia y Ki67), el IK y el Ki67 fueron estadísticamente  
significativos entre los tres grupos (H-amp, L-amp, N-amp), con un             
p= 000,1 en el IK, y un p = 0,01 en el Ki67, al nivel de significación habitual 
p = 0,05 mediante el test de Kruskcal Wallis (Apéndice II, tabla 1).  
Entre las variables dicotómicas (sexo, presencia de trisomías y polisomías 
del cromosoma 7), solo la presencia de polisomías resultó ser muy 
significativa en el grupo L-amp con respecto al los otros dos grupos del 
estudio con un p=0,006 usando el test Chi-cuadrado (Apéndice II, tabla 2).  
Entre las variables cualitativas (localización, síntoma inicial, tratamiento, 
patrones de infiltración) no fueron apicables los métodos estadísticos por ser 
cohortes pequeñas, tan solo aplicando las tablas de contingencia y las tablas 
de frecuencias relativas, se observó que para el parámetro de patrones de 
infiltración, el patrón nodular se presentó con frecuencias relativas del 30% 
en los grupos L-amp y N-amp, frente al 5% en el grupo H-amp. 
 
Se estudió la supervivencia como variable independiente, analizando 
estadísticamente los casos con una evolución menor de 14 meses y los casos 
con una evolución superior a 14 meses, y analizando el resto de variables 
comparativamente entre estos dos grupos. La superviviencia en cada uno de 
los grupos según la amplificación de EGFR no mostró valores significativos 
a nivel estadístico con p=0,9. 
Del estudio clínico, el tamaño del tumor fue estadísticamente 
significativo según el test no paramétrico de Wilcoxon, con p=0,01. La edad 
a pesar no ser significativa a nivel estadístico (p=0,08)  se pudo observar una 
diferencia marcada entre el grupo con una evolución menor de 14 meses 
presentándose una media de edad de 62,2 años y el grupo con mayor 
evolución superior a 14 meses que presentó una media de edad de 57,4 años. 







4.3.2 Resultados del estudio genético y de metilación obtenidos con el 
análisis  por  MLPA y MS-MLPA  
 
Para este estudio se utilizaron dos kit diferentes:  
                            -MLPA probemix P105-D1 Glioma-2 Salsa MLPA KIT  
                            -ME001-C2 Tumor suppressor -1 
El estudio de la variación en el número de copias (VNC), se ha 
realizado en los dos kits, y el estudio de la metilación en el kit de genes 
supresores. La relación de genes y su función se detallan en el Apéndice I y 
IV. 
4.3.2.1 Estudio en la variación en el número de copias 
 
Con el kit MLPA probemix P105-D1 Glioma-2 se han estudiado 
las VNC en los genes que participan en tres vías de señalización importantes 
dentro de Glioblastoma: la ruta RAS/PI3K con los genes EGFR (7p11.2), 
PDGFRA (4q12) y PTEN (10q23.31), la ruta de p53 con los genes 
CDKN2A (9p21.3), MDM2 (12q15), TP53 (17p13.1), y la ruta RB con los 
genes CDKN2A y CDK4 (12q14.1). Además se han estudiado los genes 
NFKBIA (14q13.2) y MIR26A2 (12q14.1) incluídos en este kit. Los exones 
estudiados en cada gen aparecen descritos en la tabla 23. En este estudio se 
ha excluído el caso número 13 por insuficiencia de material. 
 
Tabla 23. Genes del MLPA probemix P105-D1 Glioma-2 Salsa MLPA KIT. 
Genes  Exones estudiados 
EGFR 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 13, 18, 25 
PDGFRA 3, 5, 22 
CDKN2A 1, 2a, 3, 5 
PTEN 1, 2, 3, 4, 5, 6,7 ,8, 9 
CDK4 4, 8 
MDM2 3, 11 
MIR26A2 1 
NFKBIA 3, 4, 5 





Análisis del gen EGFR  
 
El estudio de la VNC del gen EGFR, se presentó en su estatus normal 
(dos copias), o un aumento de ellas. La distribución de estas alteraciones en 
los tres grupos obtenidos por FISH fue la siguiente: 
Grupo H-amp (casos del 1 al 20): Se observó que en 15 casos el 
aumento en el número de copias fue alta (cuantificación: entre 4, 9 y 30,5) 
en todos los exones; en tres casos también fue alta en parte de los exones; y 
en el caso 20 solo el exón 2 presentaba un alto número de copias.  
Grupo L-amp (casos del 21 al 30): Todos los casos excepto uno, 
presentaron un aumento bajo en el número de copias en todos los exones 
(cuantificación: entre 1,4 y 2,8), o en parte de ellos juntamente con exones 
con un número de copias normal (cuantificación entre 0,9 y 1,2). De estos 
casos, sólo dos casos presentaron un alto número de copias en un solo exón. 
Además, un caso presento un número de copias normal en todos sus exones. 
Grupo N-amp (casos del 31 al 46): Seis casos presentaron un número de 
copias normal, y los otros ocho casos presentaron, junto al estatus normal del 
gen, un aumento bajo en el número de copias en algunos de sus exones. 
Todos estos datos se muestran en la tabla 24. 
 
Con estos resultados se observa que al relacionar el análisis del número 
de copias de EGFR con los tres grupos de amplificación establecidos por 
FISH (H-amp, L-amp, N-amp), todos los casos del grupo H-amp (excepto el 
caso 20), tenían un alto número de copias de EGFR en todos o en parte de 
sus exones. Por otra parte, tanto en el grupo L-amp y N-amp el número de 
copias de EGFR fue normal o con un aumento bajo de copias de este gen, en 
todos o en parte de sus exones, por lo que el análisis con MLPA no pudo 
discriminar los casos incluídos en cada uno de estos dos grupos. 
Mediante el estudio con MLPA se ha podido detectar la presencia de 
EGFRvIII mutante. Se identificó mediante la evaluación de la media del 
número de copias de los exones 2-7 comparándola con la media de los 
exones 1, 8, 13, 17 y 22, y realizando el cociente. Se consideraron casos con 
la variante EGFRvIII, cuando el ratio del cociente fue por debajo de 0,8. Los 
casos con EGFRvIII fueron el: 2, 3, 4, 6, 7, 8, 14, 15  y 16. Todos los casos 
con la variante mutante EGFRvIII estaban incluidos dentro del grupo con un 





Tabla 24. Análisis del número de copias en los exones de  EGFR por MLPA 
en los tres grupos del estatus de amplificación de EGFR. h: Aumento 
elevado en el número de copias;  l: Bajo aumento en el número de copias; n: 






















Análisis del gen PTEN 
 
La variación en el número de copias de PTEN se observó de tres formas: 
deleción en homocigosis, deleción en heterocigosis y deleción en 
heterocigosis en algunos de sus exones (heterocigosis parcial). 
En cuanto a la distribución de estas alteraciones, se observó que la 
deleción de PTEN estuvo presente en el 45%, 50% y 25 % de los grupos    
H-amp, L-amp y N-amp respectivamente (Tabla 25). La deleción en 
heterocigosis fue la alteración más frecuente en los tres grupos estudiados. 
    Grupo H-amp. La deleción en heterocigosis la presentaron 7 casos, todos 
ellos con una deleción en heterocigosis parcial, con excepción del caso 11 
que presentó todos sus exones en heterocigosis. Dos casos presentaron una 
deleción en homocigosis. El resto de casos no presentaron alteración en el 
gen PTEN.  
    Grupo L-amp. Cuatro casos mostraron deleción en heterocigosis, uno de 
ellos fue parcial. Un caso mostró una deleción homocigótica, y el resto de 
casos no presentaron ninguna alteración. 
    Grupo N-amp. Tres casos presentaron una deleción en heterocigosis, 
siendo ésta de carácter parcial en uno y completa en los otros dos. En un 
caso se observó deleción en homocigosis y el resto de casos de este grupo no 
presentaron ninguna alteración en este gen. 
En conjunto, alteraciones en PTEN se encontraron en el 39% de los casos 
estudiados, de ellos el 30% en heterocigosis y el 9% en homocigosis.   
 
Análisis del gen MDM2 
 
La variación en el número de copias de MDM2 se presentó de tres 
formas: deleción en homocigosis  parcial, deleción en heterocigosis total o 
parcial y amplificación (Tabla 25).  
  En cuanto a la distribución de estas alteraciones en los tres grupos, 
fue la siguiente: 
Grupo H-amp. El 35% de los casos presentaban alteración en MDM2. 
Cuatro casos presentaron una deleción en heterocigosis parcial,  un caso una 
deleción en homocigosis parcial y dos casos presentaron amplificación.  






Grupo N-amp. El 25% de los casos presentaron alteraciones en MDM2. 
Cuatro casos mostraron deleción en heterocigosis, uno de ellos parcial. 
En conjunto, alteraciones en este  gen se encontraron en el 26% de 
los casos estudiados. 
 
Análisis del gen CDK4 
 
       La variación en el número de copias de CDK4 se presentó en forma de 
deleción heterocigótica y homocigótica conjuntamente, pero en exones 
distintos; deleción heterocigótica parcial; y amplificación. (Tabla 25).  
En cuanto a la distribución de estas alteraciones en los tres grupos, 
fue la siguiente: 
Grupo H-amp. Un caso presentó en la mitad de los exones estudiados una 
deleción en homocigosis y en la otra mitad una deleción en heterocigosis, 
dos casos presentaron heterocigosis parcial, y un caso presentó 
amplificación. 
Grupo L-amp. Solo un caso presentó deleción en heterocigosis de forma 
parcial. 
Grupo N-amp. Dos casos presentaron una deleción en heterocigosis parcial, 
el resto de casos no presentaron alteraciones.  
En conjunto, el 15%  de los casos del estudio presentó alterado el 
gen CDK4. 
        
Análisis del gen TP53  
 
La variación en el número de copias de TP53 se presentó en forma 
de deleción heterocigótica total o parcial, y deleción homocigótica parcial  
(Tabla 25).  
En cuanto a la distribución de estas alteraciones en los tres grupos, 
fue la siguiente: 
Grupo H-amp. Cuatro casos presentaron heterocigosis en TP53, y un caso 
presentó homocigosis parcial. 
Grupo L-amp. Dos casos presentaron deleción en heterocigosis de TP53, 
uno total y el otro parcial.  
Grupo N-amp. En este grupo se observaron el mayor número de 





ellos parcial; otro caso presentó una deleción homocigótica en este gen; y el 
resto de casos no presentaron alteración en el gen TP53. 
En conjunto, el 28% de los casos del estudio presentó alterado el gen 
TP53. 
 
Análisis del gen NFKBIA  
 
La variación en el número de copias de NFKBIA se presentó solo en 
forma de deleción heterocigótica total  (Tabla 25).   
En cuanto a la distribución de estas alteraciones en los tres grupos 
obtenidos con respecto a la amplificación de EGFR fue la siguiente: 
Grupo H-amp. Tres casos presentaron heterocigosis.  
Grupo L-amp. Sólo un caso presentó deleción en heterocigosis.  
Grupo N-amp. Tres casos mostraron deleción en heterocigosis. 
En conjunto, el 15% de los casos del estudio presentó alterado el gen 
NFKBIA.  
 
Análisis del gen MIR26A2  
 
El gen sólo presentó una deleción en heterocigosis total en un caso 
dentro del grupo de los casos que no presentaban amplificación de EGFR 
(Tabla 25). 
 
Análisis del gen PDGFRA  
 
          El estudio del gen, no mostró ningún tipo de deleción en ninguno de 
los tres grupos (Tabla 25). 
 
Los porcentajes de alteraciones de los distintos genes en los tres 
grupos de amplificación de EGFR se detallan en la tabla 29. De forma 
general, en los grupos con amplificación de EGFR (H-amp y L-amp) el gen 
PTEN presentó mayor frecuencia de alteración que el grupo sin 
amplificación de EGFR. El gen CDK4 se alteró con mayor frecuencia en el 
grupo H-amp. En cuanto a los genes TP53 y NFKBIA  se observó mayor 






     En este kit, MLPA probemix P105-D1 Glioma-2, se tuvieron en cuenta 
los siguientes genes de referencia: SCN1A (2q24.3), RYBP RAB7A (3q21) , 
IL4 (5q31), PKHD1 (6p12.2) ,CHD7 (8q12.2), MYBPC3 (11p11.2 ), OCA2 
(15q13.1), HIRIP3 (16p11.2), MYO5B (18q21.1), SAMHD1 (20q11.23)  y 
LARGE (22q12.3).  
     En algunos genes de referencia del kit que se detallan a continuación,  se 
detectó una deleción en heterocigosis total (tabla 26). 
 
El gen  OCA2 se encontró delecionado en el 17% de los casos, todos 
ellos en los grupos H-amp y L-amp. 
 
          El gen SAMHD1 se presentó alterado en el 30% de los casos. El 
mayor número de casos afectados se observó en el grupo H-amp con 6 casos. 
En el grupo L-amp se presentaron 4 casos con deleción heterocigótica de 
este gen, y también el grupo N-amp presentó 4 casos con la misma 
alteración. 
         El gen MYBPC3 presentó deleción en el 33% de los casos, destacando 
que el mayor número de  alteraciones se observó en el grupo H-amp con 19 
casos, seguido del grupo N-amp con 4 casos y finalmente el grupo L-amp 
con 2 casos. 
 
  El gen LARGE se presentó alterado en un 33% de los casos del 
estudio. La mayoría de los  casos afectados se observaron en el grupo H-amp 
con 11 casos. En el grupo L-amp la presentaron tres casos, y en el grupo N-
amp, se observó en un caso. 
 
Los porcentajes de alteraciones de los distintos genes en los tres 
grupos de amplificación de EGFR se detallan en la tabla 30. Del análisis de 
todos estos genes se observó que el gen LARGE presentó mayor frecuencia 









El siguiente kit a estudio fue MLPA KIT ME001-C2 Tumor 
suppressor -1.  
   En este kit se estudiaron 26 sondas para MLPA correspondiente a 
24 genes supresores de tumores que fueron CDKN2A, CDKN2B, PTEN, 
VHL, GSTP1, CASP8, FHIT, APC,CDH13, TIMP3, BRCA1, TP73, DAPK1, 
CD44, IGSF4 CHFR, RASSF1, MLH1, ATM, BRCA2, ESR, RARB, HIC1 y 
CDKN1B. También se analizaron 15 pruebas de referencia.  Los casos 7 y 41 
no fueron analizados por falta de material. 
De todos los genes supresores estudiados, los genes  CDKN2A, 
CDKN2B, VHL, GSTP1, CASP8, FHIT, APC, CDH13, TIMP3 y BRCA1, 
presentaron alguna alteración en el número de copias en los casos estudiados 
(Tabla 27). 
Análisis del gen CDKN2A 
  El gen CDKN2A se presentó alterado en el 52% de los casos. En 14 
casos se observó una deleción en homocigosis y en 10 casos una deleción en 
heterocigosis. 
Grupo H-amp. Quince casos presentaron  alteraciones de ellos 9 casos una 
deleción homocigótica y 6 casos deleción en heterocigosis.  
Grupo L-amp. Cuatro casos presentaron alteración en el gen, tres casos 
presentaron una deleción en homocigosis y un caso una deleción en 
heterocigosis.  
Grupo N-amp. Cinco casos presentaron alteración, dos casos deleción 
homocigótica y tres tenían deleción heterocigótica. 
 
Análisis del gen CDKN2B 
En el gen CDKN2B se observaron alteraciones en el 50% de los 
casos estudiados. En 13 casos se identificó una deleción homocigótica y en 
10 casos una deleción heterocigótica.  
Grupo H-amp: 14 casos estuvieron  alterados y en 9 de estos se identificó 
una deleción en homocigosis y en 5 casos en heterocigosis.  
Grupo L- amp: Cuatro casos presentaron alteración en el gen, tres casos 
presentaron una deleción en homocigosis y uno  una deleción en 
heterocigosis.  
 Grupo N- amp: un caso presento deleción en homocigósis y cuatro casos 





Análisis del gen VHL 
El gen  presentó alteraciones en 33% de los casos, en todos ellos se 
observó una deleción en heterocigosis total, con excepción de un caso que 
tenía un deleción en homocigosis. En el grupo H-amp seis casos 
presentaron deleción heterocigótica y un caso presentó deleción en 
homocigosis. En los grupos L-amp y N- amp se observaron cuatro casos en 
cada grupo con deleción en heterocigosis. 
 
Análisis del gen GSTP1 
El gen presentó deleción en heterocigosis  en el 30% de los casos. 
En el grupo H-amp se detectó esta alteración en 6 casos, en el grupo L-amp 
en 3 casos, y en el grupo N-amp  en 5 casos. 
 
Análisis del gen CASP8 
El gen presentó deleción en heterocigosis en el 9% de los casos. Esta 
alteración estuvo presente en el grupo H-amp en dos casos,  en los grupos 
L-amp y N-amp en un caso en cada grupo. 
 
Análisis del gen FHIT 
El gen  presentó deleción en heterocigosis total en el 11% de los 
casos. Esta alteración se detectó en dos casos del grupo H-amp, en dos casos 
en el grupo L-amp y en un caso en el grupo N-amp. 
 
Análisis del gen APC 
El gen  se encontró delecionado en heterocigocis en el 9% de los 
casos del estudio. Esta alteración se detectó en dos casos del grupo  H-amp 
y en un caso de los grupos L-amp y N-amp.  
 
Análisis del gen CDH13  
En el gen  se identificó la deleción en heterocigosis en el 11% de los 
casos. Presentó está alteración un caso del grupo H-amp, tres casos del 









Análisis del gen TIMP3  
El gen presentó en el 9% de los casos una deleción en heterocigosis. 
En el grupo H-amp se identificaron dos casos con esta alteración, en el 
grupo L-amp un solo caso, así como otro caso en el grupo N-amp.  
 
Análisis del gen BRCA1 
Solo en el 4% de los casos se observaron alteraciones, en concreto, 
deleción en heterocigosis. Los dos casos pertenecían al grupo H-amp. 
 
Los porcentajes de alteraciones de los distintos genes supresores en 
los tres grupos de amplificación de EGFR analizados se detallan en la tabla 
31. Los genes más afectados en los casos estudiados fueron CDKN2A, 
CDKN2B, VHL y GSTP1.  
Con respecto a los genes CDKN2A y CDKN2B, en el grupo H-amp 
se detectaron alteraciones en la  mayoría de los casos (75%), mientras que en 
los grupos L-amp y N-amp en menos de la mitad de los casos (40% y 31% 
respectivamente), siendo superior está alteración en los casos del grupo      
L-amp con respecto al N-amp.  
 
En este kit se estudiaron 15 genes de referencia CREM, PARK2, 
TNFRSF1A, MLH3, PAH, BCL2, TSC2, CDK6, CDH1, AI651963, KLK3, 
BRCA2, CD27, CTNNB1 y CASR. 
    De ellos, en los tumores objeto de estudio, se detectaron alteraciones en 
los genes, CREM, CDH1, PAH, BCL2, PARK2, BRCA2, CD27 y MLH3 
(Tabla 28).  
 
 Análisis del gen CREM  
     En el 33% de los casos se observó alteraciones en este gen. En el 
grupo H-amp se detectó un caso con deleción en homocigosis y 6 casos 
presentaron deleción en heterocigosis. En los grupos L-amp y  N-amp  4 
casos presentaron deleción en heterocigosis en cada uno de los grupos. 
 
Análisis del gen CDH1 
  El gen  presentó deleción en heterocigosis en el 35% de los casos. 





grupo L-amp y N –amp,  5 casos presentaron deleción en heterocigosis en 
cada uno de los grupos. 
Análisis del gen PAH 
    En el 22% de los casos el gen PAH presentó deleción en 
heterocigosis: 4 del grupo H-amp,  5 en  L-amp y 1 en N-amp. 
 
Análisis del gen BCL2 
    En el gen se observó en el 17% de sus casos una deleción en 
heterocigosis: 3 en el grupo H-amp, 4 en L-amp  y 1 en N-amp .  
 
Análisis del gen PARK2 
     El 13% de los casos presentó una deleción en heterocigosis. Esta 
alteración solo estaba presente en los grupos con amplificación de EGFR, en 
el grupo H-amp en 5 casos y en el L-amp en un caso. 
 
Análisis del gen BRCA2 
En este gen la deleción en heterocigosis  también se presentó en el 
13% de los casos. Dos casos en el grupo H-amp, un caso en el grupo           
L-amp, y tres casos en el grupo N-amp. 
 
Análisis del gen CD27 
Se observó deleción heterocigótica en el 13% de los casos: 3 en el 
grupo H-amp, 1 en el grupo  L-amp  y 2 en N-amp. 
 
Análisis del gen MLH3 
Este gen presentó deleción en heterocigosis en el 11% de los casos. 
Solo en los grupos H-amp y L-amp se identificó la alteración, tres casos en 
el primero y dos casos en el segundo. 
 
Los porcentajes de alteraciones de los genes referencia de este kit en 















































AMP. Amplificación. HMZ. Deleción en homocigosis;  HMZ-p. Deleción en 
homocigosis parcial. LOH. Deleción en heterocigosis; LOH-p. Deleción en 
heterocigosis parcial.   
Casos PTEN MDM2 CDK4 TP53 NFKBIA MIR26A2 PDGFRA 
1
2 LOH-p LOH
3 HMZ-p LOH/HMZ HMZ-p
4 HMZ







12 LOH-p LOH LOH
13






20 HMZ LOH LOH
21











33 LOH LOH-p LOH
34 LOH LOH-p LOH-p
35 LOH LOH















Tabla 26. VNC de los genes de referencia del kit MLPA probemix P105-D1 












Casos c - OCA2 c - SAMHD1 c - MYBPC3 c - LARGE
1 LOH
2 LOH
3 LOH LOH LOH
4 LOH







12 LOH LOH LOH
13 LOH
14 LOH LOH LOH LOH





20 LOH LOH LOH
21





























Tabla 27. VCN en los genes del kit ME001-C2 Tumor suppressor -1. 
 Casos CDKN2A CDKN2B VHL GSTP1 CASP8 FHIT APC CDH13 TIMP3 BRCA1 
1
2
3 LOH HMZ LOH LOH LOH LOH
4 HMZ HMZ LOH
5 HMZ HMZ LOH LOH LOH
6 HMZ HMZ LOH
8 HMZ HMZ LOH
9
10 LOH LOH LOH LOH
11 HMZ HMZ
12 HMZ HMZ LOH LOH LOH LOH
13 LOH LOH
14 LOH LOH LOH LOH
15 HMZ HMZ LOH LOH




20 HMZ HMZ LOH LOH
21 LOH LOH
22
23 LOH LOH LOH
24 HMZ HMZ LOH
25 LOH LOH LOH
26
27 HMZ HMZ LOH LOH
28 LOH LOH LOH
29 LOH LOH











42 HMZ LOH LOH LOH
43 LOH
44






Tabla 28. VNC en los genes  referencia del kit ME001-C2 Tumor 
suppressor-1.  
  Casos CREM CDH1 PAH BCL2 PARK2 BRCA2 CD27 MLH3 
1
2 LOH
3 HMZ LOH LOH LOH





10 LOH LOH LOH LOH
11 LOH










22 LOH LOH LOH LOH LOH
23 LOH
24 LOH LOH LOH LOH LOH
25 LOH LOH LOH
26
27 LOH






















Tabla 29. Porcentajes de alteraciones de los distintos genes del kit MLPA 
probemix P105-D1 Glioma-2, en los tres grupos de amplificación de EGFR.   
 
Grupos PTEN MDM2 CDK4 TP53 NFKBIA MIR26A2 
H-amp 45% 35% 20% 25% 15% 0% 
L-amp 50% 10% 10% 20% 10% 0% 
N-amp 25% 25% 10% 38% 19% 6% 
 
Tabla 30. Porcentaje de alteraciones de los genes de referencia del kit 
MLPA probemix P105-D1 Glioma-2, en los tres grupos de amplificación de 
EGFR.  
Grupos OCA2 SAMHD1 MYBPC3 LARGE 
H-amp 30% 30% 45% 55% 
L-amp 20% 40% 20% 30% 
N-amp 0% 25% 25% 6% 
 
 
Tabla 31. Porcentaje de alteraciones  de los genes del kit ME001-C2 Tumor 




Tabla 32. Porcentajes de alteraciones de los genes de referencia del kit 
ME001-C2 Tumor suppressor-1, en los tres grupos de amplificación de 
EGFR.  
 
Grupos CDKN2A CDKN2B VHL GSTP1 CASP8 FHIT APC CDH13 TIMP3 BRCA1
H-amp 79% 74% 37% 32% 10% 10% 10% 5% 10% 10%
L-amp 40% 40% 40% 30% 10% 20% 10% 30% 10% 0%
N-amp 33% 33% 27% 33% 6% 6% 6% 6% 6% 0%
Grupos CREM CDH1 PAH BCL2 PARK2 BRCA2 CD27 MLH3
H-amp 37% 32% 21% 15% 26% 10% 15% 15%
L-amp 40% 50% 50% 40% 10% 10% 10% 20%





Perfiles genéticos en los tres grupos según el estatus de EGFR, 
obtenidos con el análisis de la MLPA 
Realizando una visión general del estudio de genes estudiados sobre 
la variación en el número de copias por MLPA, y si consideramos aquellos 
genes que aparecen alterados en el 40% o más de los casos en cada uno de 
los grupos establecidos, se observó que existen diferentes genes implicados 
en los grupos con diferentes niveles de amplificación, mientras que en el 
grupo de casos sin amplificación de EGFR, ningún gen se alteró en este 
porcentaje. Además, en los dos grupos con amplificación de este gen, los 
genes PTEN y CDKN2A/2B aparecieron implicados en ambos grupos (Tabla 
33). 
Si también consideramos aquellos genes que aparecen alterados en el 
30% o más de los casos en cada uno de los grupos, observamos la existencia 
de un perfil genético muy similar en los dos grupos con amplificación: el   
H-amp y el L-amp. Estos dos grupos presentan un patrón distinto con 
respecto al grupo de casos sin amplificación de EGFR, en el cual solo 
aparecen cuatro genes implicados, aunque hay que resaltar que de ellos, tres 
genes los comparte con los dos grupos con amplificación de este gen, y el 
gen TP53 esta incluído solo en este grupo (Tabla 34).  
Los porcentajes del 30% y 40% se escogieron por ser los que se 
presentan más significativos en los genes de aparición más frecuente en el 
GB.  
Tabla 33. Genes implicados en el 40% o más de los casos en los tres grupos 
según el estaus del EGFR. (En negrita los genes comunes). 
H-amp L-amp N-amp 
PTEN PTEN --- 
CDKN2A/2B CDKN2A/2B         --- 
MYBPC3 SAMHD1  
LARGE VHL  
 CREM  
 CDH1  
 PAH  






Tabla 34. Genes implicados en el 30% o más de los casos en los tres grupos 
según el estatus del EGFR. (En negrita los genes comunes). 
H-amp L-amp N-amp 
PTEN PTEN       --- 
CDKN2A/2B CDKN2A/2B CDKN2A/2B 
GSTP1 GSTP1 GSTP1 
CDH1 CDH1 CDH1 
SAMHD1 SAMHD1  
VHL VHL  
CREM CREM  
LARGE LARGE  
MDM2 PAH TP53 
MYBPC3 BCL2  
OCA2   
 
 
Resutados del análisis estadístico: a pesar que el número de casos 
no es elevado para poder desarrollar el análisis estadístico con las garantías 
necesarias, se analizaron los p-valores proporcionados por el test Chi-
cuadrado de homogeneidad de proporciones de los genes estadísticamente 
significativos al nivel de significación habitual (p = 0.05). Entre los tres 
grupos según el estatus de amplificación de EGFR los genes 
estadísticamente significativos han sido los siguientes: CDKN2A (p = 0.017), 
CDKN2B (p = 0.044), PAH (p = 0.039), y LARGE (p=0.008) (Apéndice II, 
Tabla 3 y 4). 
Del análisis de la variable supervivencia, con respecto a los parámetros 
genéticos estudiados, se observó que la frecuencia de alteraciones en MDM2 
era mayor en el grupo con una evolución menor de 14 meses que el grupo 
con una evolución superior a 14 meses. Este hecho fue estadísticamente 
significativo, con p=0,033 según el test Chi-cuadrado.  
Aunque otros genes no fueron significativos a nivel estadístico cabe 
destacar, que muchos de ellos presentaron una frecuencia relativa de 
alteraciones, mayor en el grupo de menor evolución. Por ejemplo, EGFR 
tuvo una frecuencia relativa de alteraciones mayor en el grupo de evolución 
menor de 14 meses (46%) con respecto al grupo de evolución superior de 14 





14 meses una frecuencia mayor de alteraciones (19,4%) con respecto al 
grupo de evolución superior de 14 meses (1,7%).  
 
Genes estudiados con MLPA implicados en vías de señalización 
dependientes de EGFR 
Cuando realizamos el análisis de las alteraciones génicas en relación 
con la vía afectada en cada tumor se observa que con una alteración génica 
como mínimo, los resultados son los siguientes: 
 
La vía 1 (EGFR/RAS/NF1/PTEN/PI3K) aparece alterada en 34 tumores, lo 
que representa el 74% del total de los casos. Esta vía muestra una alteración 
en el 100% de los casos del grupo H-amp (20/20), igualmente en el 100% 
del grupo L-amp (10/10), y solo se observa en el 15% del grupo N-amp 
(4/16) (Tabla 35).  
La vía 2 (TP53/MDM2/MDM4/p16
ARF
) aparece alterada en 17 tumores, 
representando el 37% de los casos. Se observó una alteración en el 40% de 
los casos del grupo H-amp (8/20), en el 20% del grupo L-amp (2/10), y en el 
44% de los casos del grupo N-amp (7/16) (Tabla 35). 
La vía 3 (p16
INK4a
/CDK4/RB1) aparece alterada en 28 tumores, 
representando el 61% de los casos. Se observó una alteración en el 80% de 
los casos del grupo H-amp (16/20), en el 50% del grupo L-amp (5/10), y en 
el 44% de los casos del grupo N-amp (7/16) (Tabla 35). 
 
Tabla 35. Porcentaje de casos con un gen alterado en los tres grupos de 
EGFR en las tres vías de señalización 
 
Grupos Via 1 Via 2 Via 3 
H-amp 100%         20/20 40%             8/20 80%          16/20 
L-amp 100%         10/10 20%             2/10 50%            5/10 
N-amp 25%             4/16  44%             7/16 44%            7/16 
Total 74%           34/64 37%           17/46 61%          28/46 
 
Cuando realizamos el análisis teniendo en cuenta los casos que 
simultáneamente tienen alterados los dos genes analizados en las distintas 






La vía 1 (EGFR/RAS/NF1/PTEN/PI3K) aparece alterada en 14 tumores, lo 
que representa el 30% del total de los casos. Esta vía muestra una alteración 
en el 45% de los casos del grupo H-amp (9/20), en el 50% del grupo L-amp 
(5/10), y en ningún caso del grupo N-amp (0/16) (Tabla 36).  
La vía 2 (TP53/MDM2/MDM4/p16
ARF
) aparece alterada en 8 tumores, 
representando el 17% de los casos. Se observó una alteración en el 20% de 
los casos del grupo H-amp (8/20), en el 10% del grupo L-amp (1/10), y en el 
19% de los casos del grupo N-amp (3/16) (Tabla 36). 
La vía 3 (p16
INK4a
/CDK4/RB1) aparece alterada en 3 tumores, representando 
el 7% de los casos. Se observó una alteración en el 15% de los casos del 
grupo H-amp (3/20), y ningún caso alterado en los otros dos grupos (Tabla 
36). 
 
Tabla 36. Porcentaje de casos en los tres grupos de EGFR con dos genes 
alterados en las tres vías de señalización 
 
Grupos Via 1 Via 2 Via 3 
H-amp 45%              9/20 20%              4/20 15%           3/20 
L-amp 50%              5/10 10%              1/10 0%             0/10 
N-amp 0%                0/16  19%              3/16 0%             0/16 
Total 30%            14/46 17%              8/46 7%             3/46 
 
 
Haciendo un análisis de la acumulación de alteraciones en los 
diferentes grupos se obtiene: En el grupo H-amp, el 30% de los casos tienen 
alteradas las tres vías de señalización, en el grupo L-amp el 10%, y en el 









4.3.2.2  Estudio del estatus de metilación con el kit ME001-C2 Tumor 
suppressor -1 
 
La metilación fue estudiada en cada uno de los 24 genes supresores 
de tumores del kit ME001-C2 Tumor suppressor-1. De ellos se identificó 
hipermetilación en los genes RASSF1, CASP8, ESR1, CDKN2B, FHIT, 
CDH13, TP73 y VHL (Tabla 38). En este estudio no se incluyó el caso 33 
por falta de material. 
 
Análisis del gen RASSF1 
Hipermetilación en el gen RASSF1 se detectó en el 67% de los casos 
estudiados. En el grupo H-amp 14 casos presentaron está alteración, 7 casos 
en el grupo L-amp y 10 casos en el grupo N-amp. 
 
Análisis del gen CASP8 
El gen CASP8 presentó hipermetilación en el 20% de los casos. En 
el grupo H-amp solo un caso estaba hipermetilado; en el grupo L-amp cuatro 
casos; y en el  grupo N-amp cuatro casos. 
 
Análisis del gen ESR1 
Se detectó hipermetilación del gen ESR1 en el 13% de los casos. En 
el grupo H-amp en tres casos, un caso en el grupo L-amp y dos casos en el  
grupo N-amp. 
 
Análisis del gen CDKN2B 
La hipermetilación de este gen  se observó en el 4% de los casos. Se 
detectó en un caso del grupo L-amp y en un caso del grupo N-amp. 
 
Análisis del gen FHIT, CDH13, TP73 y VHL. 
La hipermetilación en estos genes se detectó solo en el 2% de los 
casos. En los genes FHIT y CDH13 se detectó un caso de cada gen en el  
grupo H-amp. En el gen TP73 se identificó hipermetilación en un caso del 
grupo L-amp. En el gen VHL solo se identificó una hipermetilación en un  






Del conjunto de genes estudiados en su estatus de metilación, el gen 
más hipermetilado fue el gen RASSF1. En los grupos L-amp y N-amp se 
observó el gen CASP8 como el  gen más metilado tras RASSF1, estando más 
hipermetilado en el grupo L-amp.  
Los porcentajes de metilación de los genes supresores en los tres 
grupos de amplificación de EGFR se detallan en la tabla 37. 
 
Tabla 37. Estado de metilación (hipermetilación en porcentajes) en  genes 
supresores de tumores del kit ME001-C2 Tumor suppressor-1, en los tres 























Grupos RASSF1 CASP8 ESR1 CDKN2B FHIT CDH13 TP73 UHL
H-amp 70% 5% 15% 0% 5% 5% 0% 0%
L-amp 70% 40% 10% 10% 0% 0% 10% 0%





Tabla 38. Hipermetilación de genes supresores del kit  ME001-C2 Tumor 
suppressor-1. M: Hipermetilado.  
 
















































4.3.3  Estudios de secuenciación de  IDH1/IDH2 y TP53 
 
IDH1/IDH2 
Se estudiaron las mutaciones en las regiones genómicas que abarcan 
la región R132 de IDH1 y la región R172 de IDH2.  No se detectaron 
mutaciones en los 46 casos estudiados. Con este resultado se determinó que 
todos nuestros casos se clasificaban como Glioblastomas IDH no mutado 
según la clasificación reciente de la OMS 191. 
 
TP53 
Se estudiaron las mutaciones en los exones 5, 6,7 y 8 del gen TP53 en 
los 46 casos de GB. Se encontraron 2 casos con mutación (4% de los casos). 
En el caso 29 que pertenece al grupo L-amp se encontró una mutación en 
heterocigosis p.C141R de tipo sustitución–missense en el exón 5 de TP53. 
En   el caso 33 que forma parte del grupo N-amp se detectó una mutación en 
heterocigosis p.R273C de tipo sustitución–missense en el exón 8 de este gen 












Figura 26. Secuenciación de TP53. A) Mutación en heterocigosis p.C141R 






4.4 Estudio de la expresión de miRNAs  
 
La expresión de miRNAs mediante microarrays  permitió el estudio 
de 6703 secuencias de miRNA  en 30 casos de los 46 presentados en este 
trabajo.   
Se interpretaron los resultados usando un análisis estadísticamente 
restrictivo Partek Genomis Suite v 6.6 y fueron detectados 102  miRNAs  
(Apéndice III),  de ellos un total de 64 miRNAs resultaron ser significativos 
en el análisis de varianza con un valor p ≤ 0,05 al realizar la comparación 
entre los  grupos N-amp y H-Amp (tabla 39). 
Por otra parte, se realizó una agrupación jerárquica sin supervisión 
de los 30 casos con los 102 miRNAs, que derivó  del estudio  comparativo 
de los grupos H-amp y N-amp, y se analizó la expresión del grupo L-amp 
con respecto a los otros grupos. Así mismo, se interpretó el estudio de 
discriminación entre grupos usando Análisis discriminante de mínimos 
cuandrados parciales (PLS-DA) del estudio conjunto de perfiles de 
miRNAs,  obtenido usando Genechip miRNA Array, entre los casos del 
grupo H-amp y los del grupo N-amp, para visualizar  el comportamiento del 
grupo L-amp con respecto al resto de los grupos (Figura 27 A y B). 
 
En ambos análisis, la expresión de miRNAs fue diferente en los 
grupos H-amp y el grupo N-amp (tabla 39). El PLS-DA permitió visualizar 
que la expresión de los casos del grupo L-amp se encontraba solapado con  
los casos  del grupo H-amp  y del grupo N-amp; y otros casos de este grupo 
presentaban un comportamiento intermedio entre los grupos  H-amp  y       
N-amp (Figura 27B).  
Haciendo una comparación entre los miRNAs más significativos 
mediante el test no parámetro Kruskal -Wallis con  p ≤ 0.05, resultaron 
significativos 64 miRNAs entre el grupo H-amp y el grupo N-amp. Los 
miRNAs significativos comunes fueron: miR-200c, miR-138, miR-891a, 
miR-129, miR-379, miR-124, miR-128, miR-382, miR-383, miR-219-2,  y 
miR-571, cuya función se detalla en la tabla 40. 
Estos miRNAs se encontraban infraexpresados en los tumores del 
grupo H-amp con respecto al grupo N-amp, con excepción del miR-571 que 






Tabla 39. miRNAs expresados diferencialmente entre los  grupos H-amp y 
N-amp ordenados por  el valor de p ≤ 0,05 de significación estadística. Los 








































Figura 27. Análisis de la expresión de miRNAs  mediante microarrays en 30 
GBs. A)  Agrupación jerárquica sin supervisión de 30 casos de  GB con 102 
miRNAs, a la izquierda una agrupación de los casos del grupo H-amp, y a la 
derecha una agrupación de los casos del grupo N-amp. Los casos 
correspondientes al grupo L-amp se localizaron de manera variable entre ambos 
grupos. B) PLS-DA del estudio conjunto de perfiles de miRNAs  entre los casos 
del grupo H-amp (triangulo rojo)  y los del grupo N-amp (cuadrado azul), para 
visualizar  el comportamiento del grupo L-amp (circulo verde) con respecto al 











Al comparar las intensidades absolutas de estos miRNAs más 
significativos, se observó que el perfil de expresión del miR-200c presentó  
una diferencia de intensidad de expresión (media:2,5) que permitió 
diferenciar el grupo H-amp, frente a los otros dos grupos L-amp (media: 5) y 
N-amp (media: 5,2), aunque no permitió diferenciar entre estos dos últimos 
(Tabla 41).  
 




miR-200c Implicado en procesos de migración celular, via PI3K/AKT, 
proceso de EMT (Regula ZEB1/2 ).
miR-138 Regula la  angiogénesis, proliferación celular, apoptosis e hipoxia 
(HIF1 ).
miR-891a Promotor de la proliferacion celular, la migración y la invasión.
miR-129-5p Regulación del ciclo celular, proliferación, proceso de EMT.
miR-379 Regulación del ciclo celular, regulando ciclina B1.
miR-124 Su sobreexpresión aumenta la diferenciación neural y diminuye la 
migración e invasión.
miR-128 Su sobreexpresión inhibe HIF1a  y VEGF , disminuye la 
proliferación celular, crecimiento tumoral y angiogénesis.
miR-382 Interviene en la migración celular, invasión, proceso de EMT, y en 
la via de señalización PTEN/AKT .
miR-383 La transfección de miR-383 disminuye la viabilidad, la invasión, 
migración y aumenta la apoptosis.
miR219 Su sobreexpresión bloquea la proliferación celular, migración e 
invasión. Reduce la via ERK1/2 relacionada con la migración 
invasión y metastasis.






Tabla 41. Cuadro comparativo de intensidades absolutas de los perfiles de 
expresión de  los miRNAs  significativos en los casos de GB.  Rojo: grupo 
H-amp; Verde: grupo L-amp;  Azul: grupo N-amp.   



























4.4.1 Estudio del miR-200c y la expresión de mRNA de CDH1 y ZEB1 
en relación a la amplificación de EGFR 
 
Del estudio de miRNAs hemos elegido el miR-200c por tener la mas  
alta significancia discriminatoria (p = 2,37E
-3
) entre el grupo de tumores con 
alta amplificación de EGFR y los otros dos grupos, y por ser un miRNA 
clave en la EMT, y por lo tanto en la infiltración tumoral. En la segunda 
parte de este trabajo expondremos los resultados del  modelo experimental 
utilizado para el estudio del comportamiento del miR-200c. Vamos a abordar 
el estudio de la expresión del mRNA del miR-200c y la expresión de dos de 
sus genes dianas como son el CDH1 y el ZEB1.  
Primeramente hemos comprobado una relación altamente 
significativa entre los niveles de amplificación del gen EGFR y su expresión. 
La expresión de mRNA de EGFR  fue cuantificado mediante qRT-
PCR. Se observó que  los tumores con un alto nivel de amplificación de 
EGFR mostraron un aumento de más de diez veces (11,5±0,01; p=6,0E
-4
) en 
la expresión de EGFR con respecto a los tumores  sin amplificación de 
EGFR; mientras que los tumores con un bajo nivel de amplificación de 
EGFR  mostraron un aumento de más de dos veces (3,7 ± 0,01, p = 0,03) en 
la expresión de EGFR con respecto a los tumores  sin amplificación de 
EGFR (Figura 28). 
 
Análisis de la expresión de miR-200c 
 
Realizamos una qRT-PCR para  validar   los 46 casos del estudio, 
cuantificando  la expresión de miR-200c en los tres grupos de amplificación 
de EGFR (Figura 28). Hemos observado que las muestras del grupo H-amp 
tienen niveles estadísticamente más bajos (0,4±0,03, p= 0,04) de miR-200c 
que los otros grupos. Las muestras del grupo L-amp no muestran diferencias 
estadísticamente significativas con respecto al grupo N-amp, con  una 
expresión intermedia (0,6±0,03) entre el grupo  H-amp  y N-amp.  
 
Análisis de la expresión de CDH1 y ZEB1  
 
Se analizaron los niveles de expresión de CDH1 y ZEB1 por qRT-





mostraron  niveles de expresión CDH1 más bajos que el grupo L-amp  y que 
el  grupo N-amp. A su vez, los niveles de expresión de CDH1 para el grupo 
H-amp y grupo L-amp mostraron diferencias estadísticamente significativas 
entre ellos (p= 0,03). Así mismo ambos mostraron diferencias  con repecto al 
grupo N-amp (4,4±0,21, p=0,04 y 0,4±0,23, p=0,03 respectivamente) 
(Figura 28).  
 Por el contrario, los niveles de expresión de mRNA de ZEB1 fueron 
significativamente menores en el grupo N-amp con respecto al grupo H-amp 
(4,2±0,20 p= 0,04 y al grupo L-amp (4,4±1,30 p= 0,04).  Sin embargo, el 
grupo L-amp mostró niveles de expresión de ZEB1 comparables a los 















Figura 28. Análisis por qRT-PCR de la expresión de EGFR, miR-200c, CDH1 








4.4.2   Análisis de la expresión proteica de EGFR, CDH1, y ZEB1 
 
Utilizando la técnica de western blot se han analizado las proteínas 
codificadas por  EGFR y CDH1, y mediante inmunohistoquímica la proteína 
ZEB1. Se seleccionaron los casos donde se obtuvieron las mejores 
concentraciones de proteína, y se escogieron 10 casos de cada uno de los 
grupos en función del estatus del EGFR.  
La expresión de la proteína EGFR fue detectada en todos los casos 
del grupo H-amp. Los valores de expresión estaban en un rango de 0,10-1,41 
de intensidad de expresión con una media de expresión de 0,73. En los casos 
del grupo L-amp se detectó en solo dos casos expresión de la proteína (0,12-
0,2). En los casos del grupo N-amp no se detectó expresión de la proteína 
mediante esta técnica (Figura 29). 
 
Hemos detectado mediante western blot la presencia de la proteína 
truncada  EGFR, la variante EGFRvIII, en seis de los diez casos estudiados 
(casos 2, 4, 8, 14, 15, 16). Esta proteína se detecta a un peso molecular de 
140 kDa con respecto al peso de la proteína normal de 175kDa. 
 
 La expresión de la proteína E-caderina, en el grupo H-amp, se 
detectó solo, en 2 casos con 0,40 y 0,42 píxeles; en los grupo L-amp  y       
N-amp se detectó en casi todos los casos la expresión de esta proteína con 
valores entre 0,07-0,47 píxeles, siendo superior la expresión en N-amp frente 
a los demás grupos (Tabla 42, y figura 29). 
La expresión inmunohistoquímica de ZEB1 fue homogénea con un 
valor de 3 en el 100% de  los casos del grupo H-amp, y también en el 70% 
de los casos de grupo L-amp. En el grupo N-amp solo el 40% se valoró 
como 3, los casos restantes presentaron en el mismo número de casos nivel 1 























Figura 29. Expresión de las proteínas  EGFR y E-caderina (CDH1) en casos 
que pertenecen a los tres grupos de estudio. A). Imagen de las bandas de 
Western blot. B). Cuantificación de la expresión de las proteínas E-caderina y 









Tabla 42. Cuantificación de la expresión por western blot para EGFR y 
CDH1 (izquierda) y expresión inmunohistoquímica de la proteína ZEB1 
(derecha).  El asterisco  indica la presencia de la proteína truncada de EGFR. 

























casos EGFR CDH1 
  2 1,14* 0,00 
4 1,41* 0,42 
5 0,94 0,00 
8 1,23* 0,00 
12 0,10 0,00 
13 0,74 0,40 
14 0,20* 0,00 
15 0,24* 0,00 
16 0,28* 0,00 
19 1,05 0,00 
21 0,09 0,23 
22 0,00 0,00 
23 0,00 0,28 
24 0,00 0,33 
25 0,12 0,14 
26 0,00 0,00 
27 0,00 0,43 
28 0,00 0,39 
29 0,20 0,07 
30 0,00 0,24 
32 0,00 1,2 
33 0,00 0,21 
34 0,00 0,46 
35 0,00 0,57 
36 0,00 1,40 
38 0,00 1,38 
40 0,00 0,11 
43 0,00 0,26 
44 0,00 0,21 
45 0,00 1,19 
46 0,00 0,23 



































4.5 Modelo experimental: Generación de cultivos celulares para el 
estudio del comportamiento del miR-200c 
 
En esta parte de la tesis vamos a exponer los resultados del 
comportamiento del miR-200c en cultivos celulares. Este miRNA ha sido 
elegido por ser discriminatorio entre los tres grupos de glioblastomas, 
establecidos según el nivel de amplificación de EGFR, y estar implicado en 
procesos de migración celular.  
Según nuestro protocolo de trabajo en el laboratorio de cultivos 
celulares, se incluyeron en cultivo los 46 tumores primarios de glioblastoma. 
Para este estudio se eligieron seis cultivos primarios que consiguieron 
adaptarse “in vitro” durante al menos cinco pases. Además se escogieron con 
los diferentes niveles de amplificación de EGFR descritos. 
     Los cultivos se identificaron indicando las letras HC y el número 
correspondiente. Los cultivos primarios fueron: HC-439, HC-444, HC-466, 
HC-468, HC-534 y HC-634. También fueron incluídas dos líneas celulares 
establecidas: U87 y U118 (ATCC). 
Los cultivos se obtuvieron de los casos de tumores primarios que se 
indican en la tabla 43. 
 
 Tabla 43. Identificación del cultivo celular correspondiente al tumor 
primario del que proceden. 








         Los 8 cultivos celulares se pusieron en cultivo in vitro con el objetivo 
de estudiarlos, caracterizarlos y obtener material suficiente para el presente 
estudio y posteriores, pasando a formar parte de la colección de cultivos de 





      Los cultivos celulares obtenidos crecieron en monocapa. Se adhirieron a 
la superficie del frasco entre las 24 y 48 primeras horas tras la siembra. Y 
cuando alcanzaron la confluencia se realizaron los doblajes.  
     Debido al potencial y rapidez de crecimiento del cultivo HC-444 se 
procedió a realizar subcultivos y se consiguió establecer una línea celular 
(No incluída en este estudio).   
4.5.1  Caracterización de los cultivos celulares 
 
Sobre los cultivos seleccionados se realizó una caracterización de los 
mismos estableciendo los patrones morfológicos y genéticos. 
 
4.5.1.1 Caracterización morfológica 
 
El estudio morfológico de los cultivos celulares se realizó con el 
microscopio de contraste de fases. Las células cultivadas crecieron en 
monocapa, mostrando patrones de crecimiento variable y una morfología 
celular heterogénea. Los cultivos seleccionados mostraron un crecimiento 
rápido, con abundantes mitosis, consiguiéndose supervivencia celular entre 
ocho y quince pases, a excepción del cultivo HC-444 que se adapto a las 
condiciones in vitro.  
Algunos cultivos celulares presentaron células de pequeño tamaño, 
de citoplasma denso, con núcleos claros (Figura 30A). Otras veces la 
morfología era alargada con largas expansiones citoplasmáticas (Figura 
30B). La presencia de finas prolongaciones citoplasmáticas fue frecuente  
durante el crecimiento celular (Figura 30C). En algunas ocasiones los 
citoplasmas eran claros y con núcleos poco visibles (Figura 30D). Los 
nucléolos eran evidentes en la mayoría de las veces. 
En los cultivos, también fue frecuente la presencia de células 
poligonales. En algunos cultivos y desde fases tempranas las células 


















Figura 30. Morfología de las células de GB en cultivo. A) Cultivo HC-444: 
Crecimiento fundamentalmente en círculos, con células de tamaño pequeño, con 
numerosas mitosis (flechas) B) Cultivo HC-466: Células de morfología alargada 
con expansiones citoplasmáticas (flecha). Sobre las células pegadas crecieron 
otros grupos de células con poca capacidad de adhesión. C) Cultivo HC-534: 
Células con morfología variable, se observaron muchas mitosis (flechas). D) 
Cultivo HC-634: Células con citoplasmas claros y núcleos poco evidentes, 
algunas binucleadas.  
En el estudio inmunohistoquímico de los cultivos celulares se 
analizó la expresión de GFAP, EGFR, p53 y Ki67/MIB-1 (Tabla 44).  
La expresión de GFAP fue positiva en el citoplasma de las células de 
los cultivos celulares estudiados. En todos los cultivos la expresión fue 
valorada con un nivel 3, correspondiente a más del 75% de la población de 
células neoplásicas (Figura 31). 
Para la expresión de EGFR, se determinó su positividad  en la 
membrana citoplasmática y en el citoplasma. El cultivo HC-466 presentó un 





un nivel de expresión intermedio (nivel 2); la expresión fue focal, en células 
aisladas (nivel 1), en los cultivos U87, U118 y HC-444. No se observó 
expresión en los cultivos HC-468 y HC-634 (Figura 31). 
Se analizó la expresión de p53. En los cultivos U118, HC-444 y HC-
466 se detectó expresión positiva con un nivel 3, correspondiente a una 
positividad del más del 50% de las células del cultivo (Figura 31); y en los 
cultivos HC-439, HC-468, HC-534, HC-634  y U87  la expresión fue de un 
nivel 2 correspondiente a un 25-50% de las células del cultivo.   
La expresión de Ki67/MIB-1 mostró índices de proliferación de las 
células mayores al 30% en cuatro cultivos celulares  U87, U118, HC-444 y 
HC-466; y un índice inferior al 30% en los cultivos HC-439, HC-468, HC-




Figura 31. Expresión inmunohistoquímica del cultivo celular HC-466. A) 
Expresión de la proteína GFAP (nivel 3). B) Expresión de EGFR (nivel 3). C) 







Tabla 44. Resultados inmunocitoquímicos de los cultivos celulares de GB. 
 
Cultivos GFAP EGFR p53 Ki67(%) 
HC-439 3 2 2 23 
HC-444 3 1 3 56 
HC-466 3 3 3 70 
HC-468 3 0 2 22 
HC-534 3 2 2 14 
HC-634 3 0 2 11 
U87 3 1 2 47 
U118 3 1 3 35 
 
 
4.5.1.2  Caracterización genética 
 
La caracterización genética de los cultivos celulares se realizó 
mediante estudios citogenéticos, estudio de la VNC mediante MLPA del gen 
EGFR, y sobre la secuenciación de TP53. 
 
      Patrón citogenético mediante cariotipo 
 Se estudió el cariotipo de los seis cultivos primarios obtenidos, y se 
corroboró el de las líneas celulares establecidas U87 y U118. La 
nomenclatura se ha realizado según el International System for Human 
Cytogenetic Nomenclature 252. 
Se analizaron en todos los casos el número máximo de metafases 
obtenidas, que oscilaron entre 3 y 25 (Tabla 45). 
 
Los rangos cromosómicos de los distintos cultivos celulares de GB 
variaban desde el hipodiploide al hiperdiploide, con presencia en muchos de 
los casos de poliploidías. La trisomía del cromosoma 7 estuvo presente en 
todos los casos que resultaron valorables, y las monosomías 10 y 22 en 
algunos de ellos. La presencia de reestructuraciones fue muy importante, y 








Tabla 45. Resultados de los cariotipos de los cultivos celulares. 
Cultivo Rango Cariotipo 
HC-439 Hiperdiploide 47-49,XY,+3,del(3p),+7,+8,del(9q),-10,-17,-2,+mar 
HC-444 Hiperdiploide 47-55,XY,der(1)t(1;19),+del(1),del(2q),t(3;13),+7, 
der(11)t(11;14)rob(14),+15,+18,+der(19)t(3;19)x2,
+20Poliploidías.  
HC-466 Hipotriploide  No valorable 
HC-468 Hiperdiploide  No valorable. Poliploidías 
HC-534 Hipodiploide 42-44,XX,+7,-10,-19,-22 
HC-634 Hiperdiploide  No valorable 
U87 Hiperdiploide 44-55,X,der(1)t(1;3)(p22;q21),+7,der(16)t(1;16) 
(p22; p12), del(9)(p13),+9mar. 
Diferentes pérdidas. Poliploidias 
U118 Hiperdiploide  +7,t(11;5), t(8q;4), t(19;?18). Poliploidías 
 
Caracterización mediante FISH 
Los estudios de FISH se han realizado sistemáticamente con la 
sonda EGFR/CEP-7, para el estudio del centrómero del cromosoma 7 y para 
estudiar el gen EGFR, sobre las extensiones obtenidas de los cultivos 
celulares. Los resultados del  análisis de  FISH se detallan en la tabla 46. 
 
Tabla 46. Estudio de EGFR/CEP-7 por FISH. Alto y bajo grado de 
amplificación (H-amp; L-amp). No amplificación (N-amp). T (trisomías), P 
(polisomías).    
 
 
Los cultivos HC-466, HC-439 y HC-534  presentaron amplificación 
de EGFR. En el HC-466 se detectó un alto nivel de amplificación en el 55% 
Cultivo EGFR CEP-7 
HC-439 L-amp T 
HC-444   N-amp T/P 
HC-466 H-amp T 
HC-468 N-amp T/P 
HC-534 L-amp T 
HC-634 N-amp T 
U87 N-amp T/P 





de sus células, y en las metafases presencia de dobles minutes (Figura 32A). 
Los cultivos HC-439 y HC-534 presentaron un bajo nivel de amplificación, 
en menos de un 15% de sus células, y en las metafases se observó 
inserciones de este gen en los cromosomas 7 (Figura 32B). El resto de 
cultivos analizados no presentaron amplificación de EGFR, y las metafases 
presentaban dos copias para el gen (Figura 32C). Las líneas celulares 
comerciales no presentaron amplificación de este gen. 
Con respecto a la presencia de trisomías y polisomias del 
cromosoma 7,  pudimos detectar trisomías en todos los cultivos estudiados, y 
además polisomias en los cultivos HC-444, HC-468, U87 y U118. 
En todos los cultivos celulares primarios se pudo comprobar que el 
resultado de FISH en relación a la amplificación del gen EGFR, se 
correspondía al resultado obtenido en el tumor primario incluido en parafina. 
Con respecto al centrómero del cromosoma 7, no se detectaron polisomías 









              
 
 





                                 















                                                                  
 
 
Figura 32. Estado de EGFR observado en núcleos interfásicos (izquierda) y 
metafases (derecha). A) Alto nivel de amplificación. B) Bajo nivel de 
amplificación. C) No amplificación. Núcleos con trisomías del cromosoma 7 (A 








Variación en el número de copias de EGFR con MLPA  
Con respecto al estudio de la variación en el número de copias de  
EGFR, se observó que en el cultivo HC-466 el aumento en el número de 
copias fue alta en seis de sus exones (media: 9.54). En el cultivo HC-534 se 
observó un aumento bajo en el número de copias en cuatro de sus exones 
(media: 1.37); y en el resto de los cultivos el estatus de EGFR fue normal. 
Estos resultados fueron coincidentes con los obtenidos al realizar el análisis 
por FISH. En el caso del cultivo HC-439 por FISH se detectó una  baja 
amplificación de EGFR que no fue detectada por la MLPA.  
En cuanto a la presencia de la variante mutante EGFRvIII solo 
estuvo presente en el cultivo HC-466 (Tabla 47). 
 
Tabla 47. Variación del número de copias en los exones del gen EGFR. 
Presencia de EGFRvIII  (*). Estatus normal del gen (n), aumento alto en el 




HC-439  HC-468 HC-444  HC-634  HC-534  HC-466*  U118 U87  
Exon 01 n n n l n h n n 
Exon 02 n n n n l l n n 
Exon 03 n n n n l l l n 
Exon 04 n n n l l l n n 
Exon 05 n n n n n l n l 
Exon 06 n n n n l l n l 
Exon 07 l n n n n h n n 
Exon 08 n n n n n h n n 
Exon 13 n n l l n h l n 
Exon 18 n n n n n h n n 
Exon 25 n n n l n h n n 
 
Secuenciación de TP53 
Se estudiaron las mutaciones en los exones 5, 6, 7 y 8 del gen TP53 
en los cultivos primarios y líneas celulares estudiadas. En el análisis de este 











Figura 33. Secuenciación de TP53. Mutación en homocigosis p.R213Q exón 6 
en la línea U118. 
 
4.5.2     Estudios de transfección en los cultivos celulares 
 
Para este estudio se utilizaron los seis cultivos primarios y las dos 
líneas celulares comerciales.  
Previamente se comprobó la viabilidad celular de cada cultivo 
celular, y además que estuvieran libres de micoplasmas. 
4.5.2.1 Viabilidad celular inicial 
 
La viabilidad de los cultivos a estudiar se comprobó cuantificando la 
cantidad de células vivas mediante la tinción de azul tripan y 
contabilizándolas mediante un nucleocounter. Los resultados se muestran en 










Tabla 48. Resultados de la viabilidad celular inicial. 
 
Cultivos  Conc. Inicial 
(cel/ml) 
%células vivas Diámetro 
celular (µm) 
HC439 5,9E+05 100 18,23 
HC444 3,0E+06 90 13,31 
HC466 9,0E+05 90 17,92 
HC468 3,4E+05 93 14,72 
HC534 2,5E+06 99 14,98 
HC634 4,1E+05 91 16,82 
U87 3,0E+05 100 13,67 
U118 9,0E+04 90 17,18 
 
Los cultivos de tumores primarios y las líneas celulares tenían una 
adecuada concentración celular para el estudio. La  viabilidad al inicio del 
estudio fue igual o superior al 90%; el diámetro de las células estaba entre 13 
y 18,4 µm (Figura 34; tabla 48).  














Figura 34. Distribución de la población de células vivas. Relación del número 






El control de micoplasmas realizado en todos  los cultivos mediante 













Figura 35. Detección de micoplasmas en cultivos celulares. Control positivo de 
presencia de micoplasma en  la última posición del gel. 
 
4.5.2.2 Transfección del miR-200c en los cultivos celulares 
 
Fueron transfectados los seis cultivos primarios y las dos líneas 
celulares mediante el metódo de lipofección basado en la formación de 
complejos entre lípidos catiónicos y RNA, el cual tiene afinidad por la 
membrana y permite la entrada en la célula (Figura 36). 
Primeramente se puso a punto el método haciendo un estudio previo 
de la cantidad de células en crecimiento que son óptimas para tener a las 24 
horas una confluencia del 80%, la cual es idónea para el ensayo de 
transfección. Además, se calcularon las concentraciones de miRNA y RNAi 

















Figura 36. Transfección de células de GB en cultivo de la línea U118. A) 
Imagen de cultivo celular por contraste de fases 10x. B) Células transfectadas 
con el control positivo fluorescente de transfección miRNA marcado 3'-
fluorescein, 10x. C) Superposición de las imágenes A y B, 10x. D) Sección de la 
imagen ampliada 20x. 
Inhibición del miR-200c 
 Las células fueron transfectadas con miRNA inhibidor Hsa-mir-
200c-3p (mirVana). En cada uno de los cultivos se utilizaron controles de  
eficiencia de la transfección. Como control negativo de la transfección se 
utilizó el miRNA inhibitor Negative Control #1 (mirVana)  y como control 
positivo miRNA inhibitor let-7c Positive Control (mirVana).  
Los resultados del  análisis de la eficiencia de la inhibición del    
miR-200c se obtuvieron analizando la expresión del miR-200c y de genes 










El control positivo let-7c regula negativamente el mRNA de 
HMGA2. Este gen codifica para una proteína que a su vez puede modular la 
expresión génica a través de cambios en la arquitectura de la cromatina. El 
miRNA let-7c regula a la baja los niveles de mRNA de HMGA2. Cuando se 
transfecta en células humanas, el miRNA inhibidor de let-7, resulta un 
aumento de los niveles del mRNA del gen HMGA2. Por lo tanto, la actividad 
inhibidora de miRNA let-7c puede ser monitorizado en las células humanas 
utilizando qRT-PCR para detectar mRNA de HMGA2 como control positivo 
de la transfección y como control de la eficiencia de la inhibición del miR-
200c. El control interno de la transfección, que fue la inhibición del miR-let-
7, provocó el aumento de la expresión del mRNA de HMGA2, dos veces 
más que la expresión del control, lo que nos indicó la alta eficiencia del 
ensayo de transfección (Figura 37). 
 
En todos los cultivos estudiados se logró la inhibición del miR-200c. 
En la normalización de nuestros resultados, si tomamos que el control 
negativo tiene una expresión del 100%  de miR-200c, podemos observar que 
la inhibición de este fue total en los cultivos HC-444, HC-534  y U118. La 
inhibición  en valores de expresión fue parcial en los cultivos HC-439,  HC-
466, HC-634 y U87, pero con un nivel de expresión inferior al 40% en todos 
los casos, lo que nos indica un predominio de células transfectadas en todos 
los cultivos. 
 



















Sobrexpreesión del miR-200c 
Las células fueron transfectadas con miRNA mimic Hsa-mir-200c-
3p (mirVana). En cada uno de los cultivos se utilizaron controles de  
eficiencia de la transfección. Como control negativo de la transfección se 
utilizó el miRNA mimic Negative Control #1 (mirVana)  y como control 
positivo miRNA mimic miR-1 Positive Control (mirVana).  
Los resultados del  análisis de la eficiencia de la sobreexpresión del 
miR-200c se detectaron analizando la expresión de este y de genes dianas de 
los controles internos de transfección mediante qRT-PCR.  
El control positivo miR-1 está diseñado para actuar de la misma 
manera que la forma madura del mRNA del miR-1. El miR-1 se asocia con 
la baja regulación de muchos genes. En particular, mediada por miR-1 se 
detecta la baja regulación de la proteína tirosina quinasa 9 (PTK9) 
analizando la baja expresión de su mRNA. El control positivo mimic miR-1 
se utiliza para los experimentos de transfección donde se necesita la 
sobreexpresión de un mRNA. Se puede supervisar la actividad de miR-1 a 
través del silenciamiento génico de PTK9, utilizando qPCR-RT para detectar  
el mRNA  de PTK9. 
El control interno de la transfección que fue la sobreexpresión del 
miR-1, provocó el silenciamiento del mRNA de  PTK9, lo que nos indicó la  


































Todos los cultivos transfectados con el mimic miR-200c mostraron 
una sobreexpresión de este microRNA. Destacaron la expresión de los 
cultivos HC-468, HC-534 y U118. 
La representación gráfica de datos de qRT-PCR, se muestran en la 
figura 39 para determinar la Ct a las cuales se suele detectar la expresión del 
miR-200c cuando este es inhibido o sobrexpresado en las células, en 
comparación con el nivel basal de expresión que llamamos control Ct (ciclo 
umbral), que es la intersección entre una curva de amplificación y una línea 
umbral (threshold). Es una medida relativa de la concentración del mRNA 
del gen de interés en la reacción de PCR. Estos valores, son inversamente 









Figura 39. Representación gráfica de datos de qRT-PCR.  Rn es la 
fluorescencia del RNAm control dividido por la fluorescencia de  una sonda de 
referencia pasiva; Rn es la señal del informador normalizado a la señal de 
fluorescencia de un control interno. ΔRn es Rn menos la línea de base; ΔRn se 
representa frente al número de ciclos de PCR. A) Caso donde se ha transfectado 
las células con mimic miR-200c y se determina la sobreexpresión del miR-200c. 
B) Caso control de expresión de miR-200c. C) Caso donde se ha transfectado las 










Silenciamiento de EGFR 
Las células fueron transfectadas con un silenciador de la expresión 
de EGFR (mirVana). En cada uno de los cultivos se utilizaron controles de  
eficiencia de la transfección. Como control negativo de la transfección se 
utilizó Silencer® Select Negative Control #1 siRNA (Ambion),  y como 
control positivo el control fluorescente Alexa Fluor Red BLOQUE-iT 
(Invitrogen). 
Los resultados del  análisis de la eficiencia del silenciamiento de 
EGFR se detectaron analizando la expresión del mRNA mediante qRT- 
PCR. La casa comercial indica que pueden conseguirse niveles de 
silenciamiento de un 70% o más, o por el contrario niveles de expresión del 
mRNA no superiores al 30%. 
El silenciamiento de EGFR se produjo en todos los cultivos 
celulares. Si tomamos que el control negativo tiene una expresión del 100% 
de EGFR, podemos observar que se silenció la expresión del EGFR hasta un 
nivel de expresión inferior al 30% en todos los casos, con excepción del 
cultivo HC-466 que alcanzó un 40% de expresión. Estos resultados nos 
indicaron un predominio de células transfectadas en todos los cultivos. En 
los cultivos  HC-534 y U118  se logró el mejor nivel de silenciamiento de 
EGFR  En el cultivo HC-466 se logró silenciar el EGFR  pero con un efecto 
menor en cuanto a la expresión comparado con el resto de cultivos. Este 
cultivo presentó una alta amplificación del gen EGFR detectada por FISH, 
un aumento del número de copias del gen por MLPA y la variante mutada 























Los resultados de transfectar las células con el control positivo 
fluorescente se puede observar en la figura 41, donde de manera cualitativa 








Figura 41. Transfección de células del cultivo HC-444, para lograr el  
silenciamiento de EGFR. A) Imagen contraste de fases de células 
transfectadas. B) Control Positivo de transfección fluorescente con Alexa Fluor  
Red. 
 
4.5.3 Análisis de  la expresión del mRNA de  EGFR, CDH1 y ZEB1 en 
los  cultivos celulares transfectados 
 
En las tres condiciones analizadas anteriormente: inhibición de miR-
200c, sobreexpresión de miR-200c y silenciamiento de EGFR, se estudiaron 
la expresión del mRNA de los genes relacionados con el miR-200c como  
EGFR, ZEB1, CDH1.  Previamente, se analizó la situación normal de estos 
genes y del miR-200c en los cultivos celulares sin transfectar. 
 
Para este trabajo se escogieron los siguientes cultivos: HC-466 que 
presentaba un alto nivel de amplificación de EGFR, HC-534 con un bajo 
nivel de amplificación, HC-444 sin amplificación de EGFR, y la línea 
celular establecida U118. En estos cultivos se lograron los mejores 
resultados durante la transfección y además son cultivos que representan a 









4.5.3.1 Cultivos celulares en situación control  
 
Análisis de la expresión de EGFR 
 Los cultivos U118 y HC-444 que no presentaban amplificación de 
EGFR presentaron menor expresión de EGFR que los cultivos HC-534 y 
HC-466, con amplificación. A su vez, el cultivo HC-466 que presentaba alta 
amplificación de EGFR,  mostró mayor expresión que el cultivo HC-534 que 
presentaba una baja amplificación del mismo. La expresión del cultivo HC-
466 fue estadísticamente significativa (8,47± 0,17, p=0,02)  Así pues, se 
observa una correlación directa entre la amplificación y la expresión de 
EGFR.  
Análisis de la expresión de miR-200c 
 Los cultivos con amplificación de EGFR (HC-534 y HC-466) 
presentaron una menor expresión del miR-200c con respecto a los cultivos 
sin amplificación de EGFR (U118 y HC-444), siendo más significativa la  
baja expresión del  HC-466. La expresión de estos fue estadísticamente 
significativa (0,3± 0,03, p=0,03 y 0,01± 0,1, p=0,01 respectivamente).  
Análisis de la expresión de CDH1 
 No se observó expresión de caderina en ninguno de los cultivos 
estudiados. 
 Análisis de la expresión de ZEB1 
 Se pudo observar, una expresión creciente entre los cultivos HC-444 
(sin amplificación), HC-534 (baja amplificación) y HC-466 (alta 
amplificación), pero inferior a la expresión de la línea U118.  
 
Todos estos resultados se representan en la Figura 42. 
En los cultivos amplificados (HC-466 y HC-534), se observó una 
regulación negativa en cuanto al miR-200c. En cuanto al ZEB1, los cultivos 
amplificados presentaron con respecto al cultivo no amplificado (HC-444) 
un aumento de la expresión mientras que con respecto a la línea celular 









Figura 42. Análisis por qRT-PCR de la expresión de EGFR, miR-200c, CDH1 y 
ZEB1 en los cultivos celulares sin transfectar. * Estadísticamente significativo. 
 
4.5.3.2 Cultivos transfectados con miR-200c: sobreexpresión e inhibición 
de miR-200c y silenciamiento de EGFR 
 
Se analizaron los niveles de expresión de RNA de EGFR, CDH1 y 
ZEB1 por qRT-PCR en las tres situaciones. Los resultados se muestran en la 
tabla 49 y la  figura 43. 
 
Análisis de la expresión de EGFR 
 
Inhibición de miR-200c: La expresión de EGFR de los cultivos no 
amplificados U118 y HC-444 mostraron altos nivel  de expresión de este 
mensajero (13,8 ±0,05 p=0,01 y 14,6±0,01 p=0,00 respectivamente) con 
respecto al control, mientras que los cultivos con amplificación HC-534 y 





p=0,01) con respecto a sus controles. En todos los casos fue estadísticamente 
significativo. 
 
Sobreexpresión de miR-200c: Los cultivos no amplificados U118 y 
HC-444 mostraron una expresión de 9,2 y 2 respectivamente, ambas más alta 
que el control. Sin embargo, los cultivos amplificados, mostraron una 
expresión mas baja que su control estadisticamente significativa (0,1±0,0,01 
p=0,005; 0±0,0 p=0,01 respectivamente).  
 
Silenciamiento del EGFR: Se observó una bajada significativa de 
la expresión de este gen en todos los cultivos con respecto al control; 
destacando que el silenciamiento de EGFR logrado en el cultivo con mayor 
nivel de amplificación de EGFR fue menor que en el resto de cultivos, 
aunque también significativo (hay que tener en cuenta que este cultivo 
presentaba la variante mutada EGFRvIII). En U118 y HC-444 fue de 
1,4±0,03, p=0,005 y 0,01±0,1 p=0,01; y en los cultivos HC-534 Y HC-466 
fue de 0,5±0,01 p=0,001 y 0,4±0,0 p=0,01 respectivamente.  
 
Análisis de la expresión de ZEB1  
 
Inhibición de miR-200c: Los cultivos  sin amplificación de EGFR 
(U118 y HC-444) mostraron una expresión de ZEB1 superior al control (1,8 
y 3,1 respectivamente), mientras que los cultivos con amplificación (HC-534 
y HC-466) mostraron una baja expresión de ZEB1 (0,4 y 0,1 
respectivamente). Los valores más significativos con respecto a sus controles 
fueron los de los cultivos HC-444 y HC-466 (3,1±0,08 p=0,03; 0±0,0 
p=0,001 respectivamente).  
 
Sobreexpresión del miR-200c: Todos los cultivos (U118, HC-444, 
HC-534 y HC-466) mostraron una menor expresión de ZEB1 con respecto a 
su control (0,6; 0,4; 0,1; 0 respectivamente), siendo más significativa 
estadísticamente la de los cultivos con amplificación de EGFR, HC-534 Y 
HC-466 (0,01±0,06 p=0,04; 0±0,0 p=0,00 respectivamente). 
 
Silenciamiento de EGFR: Los cultivos sin amplificación (U118 y 





respectivamente), mientras que los cultivos con amplificación (HC-535 y 
HC-466) presentaron una expresión ligeramente inferior y superior al control 
(0,95 y 7,7±0,03 p=0,04 respectivamente) (hay que tener en cuenta que el 
HC-466 presentaba el EGFRvIII).   
 
Análisis de la expresión de CDH1 
 
 La expresión de CDH1 no fue detectada en niguna de las 
situaciones del estudio de transfección. 
 
Tabla 49. Expresión de EGFR y ZEB1 en los cultivos estudiados en las 
diferentes situaciones de trasfección. 
U118 EGFR ZEB1 
Normal  1 1 
Inibición miR- 200c  13,8  1,81 
Sobreexpresión miR-200c  9,2  0,5 
Silenciamiento EGFR 0,1 0,4 
HC-444 EGFR ZEB1 
Normal  1  1 
Inibición miR- 200c  14,6  3 
Sobreexpresión miR-200c  1,96  0,4 
Silenciamiento EGFR  0,01  0,05 
HC-534 EGFR ZEB1 
Normal  1  1 
Inibición miR- 200c  0,21  0,37 
Sobreexpresión miR-200c  0,13  0,09 
Silenciamiento EGFR  0,14  0,95 
HC-466 EGFR ZEB1 
Normal  1  1 
Inibición miR- 200c  0  0,09 
Sobreexpresión miR-200c  0  0 
































Haciendo un resumen de estos resultados podemos validar  que el 
miR-200c modula la expresión de ZEB1 cuando este miRNA se encuentra 
sobreexpresado. En este caso fue evidente el bloqueo automático de la 
expresión del ZEB1 en todos los cultivos estudiados. Sin embargo, cuando 
en los cultivos se inhibió el miR-200c, sólo se observó un aumento de la 
expresión de ZEB1 en los cultivos sin amplificación.  
Por otra parte, y en cuanto a la expresión de EGFR, en situación de 
inhibición del miR-200c, se observó un aumento  en  la expresión de EGFR  
sólo en los cultivos sin amplificación.  
Independientemente de las situaciones anteriores el silenciamiento 
de EGFR provocó una disminución de la expresión de EGFR en todos los 
cultivos, con una reducción casi total en los cultivos sin amplificación del 
gen. Así mismo, el silenciamiento de EGFR provocó una disminución de la 
expresión de ZEB1 en todos los cultivos con diferentes niveles, a excepción 
del cultivo HC-466 con alto nivel de amplificación, que a su vez se 
corresponde con el mutante EGFRvIII.  
 
4.5.3.3  Estudio de la expresión de proteínas en cultivos transfectados 
 
Mediante los estudios de western blot se estudiaron la expresión de 
las proteínas EGFR, CDH1 (E-caderina), y  ZEB1 en los diferentes cultivos 
celulares en situación normal y transfectadas (Figura 44).  
 
Los resultados de la determinación de la proteína EGFR en los 
cultivos celulares  sometidos a las distintas situaciones de transfección y 
silenciamiento de EGFR mostraron una homogeneidad en la respuesta al 
silenciamiento de EGFR, con valores de 0 o próximos a 0. Ante la 
sobreexpresión de miR-200c, los cultivos HC-444, HC-534, HC-466, 
respondieron con una reducción clara en la producción de la proteína, no así 
la línea U118, que mostró un aumento claro de EGFR. Igualmente, la 
inhibición de miR-200c, provocó una respuesta heterogénea, con discretas 
disminuciones con respecto al control en la línea U118, el cultivo HC-534 y 
HC-466; frente a un discreto aumento en el cultivo HC-444. 
Solo se observó una respuesta homogénea en los cultivos con 





situaciones (inhibición y sobreexpresión de miR-200c) una reducción en la 
síntesis de EGFR (Tabla 50). 
 
Tabla 50. Expresión de la proteína EGFR en las diferentes situaciones 
EGFR  Control Inh.miR-200c Sobr. miR-200c Sil.  EGFR  
U-118 0.29 0.22 1.36 0.03 
HC-444 0.23 0.75 0.24 0.01 
HC-534 0.37 0.21 0 0 
HC-466 1.15 0 0 0 
   
La determinación de la proteína ZEB1 mostró valores de 
expresión bajos en los controles de las líneas celulares U-118, HC-444 y 
HC-466. Hubo una pérdida de expresión en la situación de inhibición de 
miR-200c (U-118, HC-444, HC-466) y en situación de silenciamiento       
(U-118, HC-534 y HC-466. Y no hubo expresión en ninguno de los cuatro 
cultivos en situación de sobreexpresión del miR-200c (Tabla 51). 
Tabla 51. Expresión de la proteína ZEB1 en las diferentes situaciones 
ZEB1  Control Inh.miR-200c Sobr. miR-200c Sil.  EGFR  
U-118 0.27 0 0 0 
HC-444 0.04 0.08 0 0.02 
HC-534 0 0 0 0 
HC-466 0.09 0 0 0 
 
La determinación de la proteína CDH1 no mostró expresión para 






























Figura 44. Expresión de proteínas en los cultivos U-118, HC-444, HC-534  y 
HC-466. A la derecha las bandas de proteínas en la membrana de western blot. 
A la izquierda los gráficos que representan la cuantificación de las mismas 






4.5.4  Estudio de la migración celular en las diferentes situaciones de 
transfección 
 
El estudio de la migración celular se realizó sobre los cultivos U118, 
HC-444, HC-534 y HC-466. El U118 y el HC-444, sin amplificación de 
EGFR; el HC-534, con nivel bajo de amplificación; y el HC-466, con alta 
amplificación de EGFR. Este estudió se realizó en las siguientes situaciones: 
control, inhibición de miR-200c, sobreexpresión de miR-200c, y 
silenciamiento de EGFR. 
Previamente realizamos un estudio de viabilidad celular  más sensible 
al utilizado anteriormente para poder llevar a cabo este proceso. 
 
4.5.4.1 Estudio de Viabilidad celular  
 
En cada uno de los modelos de transfección estudiados, en los 
diferentes cultivos celulares (situación control, situación inhibición del miR-
200c, situación de sobreexpresión del miR-200c y situación de 
silenciamiento de EGFR), se realizó el ensayo de viabilidad celular midiendo 
la producción de ATP de las células vivas a las 0, 24, 48 y 72 horas, tal y 
como muestra la figura 45.  
En los cuatro cultivos utilizados el control presentó una viabilidad 
superior hasta aproximadamente las 48 horas al resto de situaciones  
transfectadas. Esto  fue muy evidente en la línea celular U118, que persistió 
durante todo el tiempo de estudio, y poco evidente en el cultivo HC-466.  
La situación de inhibición de miR-200c fue en la que se obtuvo 
menor viabilidad celular en todos los cultivos hasta las 24 horas; a partir de 
ese momento el comportamiento celular fue heterogéneo. En la situación de 
sobreexpresión de miR-200c la viabilidad celular fue mayor en todos los 
cultivos hasta aproximadamente las 30 horas, pero luego empezó a  
descender, a excepción del  cultivo  HC-466, que se mantuvo muy próximo a 
los niveles de la situación control. En situación de silenciamiento de EGFR, 
la viabilidad celular es la que se mantuvo más cercana a la situación control, 
especialmente en los cultivos con amplificación de EGFR, observándose 
diferente en la línea celular U118, donde persistió bastante por debajo de la 


























Figura 45. Estudio de viabilidad celular por luminiscencia, medida por la 





4.5.4.2  Estudio de  la migración celular  
 
Para el estudio de la migración celular, utilizamos el “CytoSelect 
TM Wound Healing Assay Kit basado en un cultivo en monocapa de células 
confluentes que se mueven hacia una “brecha” o “herida”. La eliminación 
del inserto y estudio secuencial del crecimiento define la capacidad 
migratoria de las células.  
El análisis se efectuó sobre las imágenes obtenidas secuencialmente, 
mediante un estudio automático, con revisión manual utilizando el programa 
de morfometría Image Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics), que permitió medir 
el  área que queda libre después de la migración de las células y restarla al 
área inicial, para obtener el área ocupada por las células que migran. Los 









Figura 46. Análisis de las imágenes de migración celular de la línea U118, 
mediante el programa de morfometría  Image Pro Plus 6.0.  
Resultados entre las 0-3 horas 
  En el modelo celular de migración se observó que  entre las 0 y 3 
horas no era posible aún detectar actividad migratoria de las células, con 
excepción de los cultivos controles HC-466 y U118 que presentaron un 
estadío inicial de migración celular. En el cultivo H-466 cuando se silenció 
EGFR era posible cuantificar a las 3 horas una migración que era 






Resultados a las 6 horas 
 Los cultivos iniciaron una actividad migratoria cuantificable en tres 
de ellos. Así, U118 ocupó el 5,4% del área, HC-444 ocupó el 2% del área, y 
HC-466 el 3,6% del área total. El cultivo HC-534 se mantuvo estable. Los 
resultados en las tres situaciones analizadas fueron las siguientes: 
Inhibición de miR-200c. Se produjo una respuesta heterogénea en los 
diferentes cultivos. Se observó un aumento en la migración celular en los 
cultivos HC-444 y HC-534 con valores del 3% y del 1,8% respectivamente. 
Frente a ellos, la línea U118 y el cultivo HC-466 presentaron una migración 
menor que se evidenció de forma clara con valores respectivos de 1,1% y 
0%. 
Sobreexpresión de miR-200c. Provocó una respuesta homogénea en todos 
los cultivos celulares estudiados, produciéndose una menor migración con 
valores del 0,1% en la línea U118, 1,3% en el cultivo HC-444, 0% en el 
cultivo HC-534 y 2% en el cultivo HC-466.  
Silenciamiento de EGFR. Provocó una menor migración celular en U118 
(2% del área), HC-444 (1,8 % del área) y en HC-466 (2,1% del área). Se 
observó un discreto aumento migratorio en el cultivo HC-534 con un área 
ocupada del 0,4%.  
Estos resultados se observan en la tabla 52 y en la  figura 47. 
 
Tabla 52. Área de migración en porcentajes de los diferentes cultivos 
celulares a las seis horas. Color azul, aumento de migración, color rojo, 











U118 5,4% 1,1% 0,1% 2% 
HC-444 2% 3% 1,3% 1,8% 
HC-534 0% 1,8% 0% 0,4% 
HC-466 3,6% 0% 2% 2,1% 
 
Resultados a las 18 horas 
 El análisis de los cultivos mostró una importante actividad 





respectivamente. En los cultivos HC-534 y HC-466 esta actividad fue 
claramente menor, con valores respectivos del 2%  y 3,3%. 
Inhibición del miR-200c. Se produjo una activación en la migración de las 
células en los cultivos U118 (24,9%), HC-444 (46%) y HC-534 (11,3%), 
destacando una disminución de la actividad migratoria en el cultivo HC-466 
(1,2%,) siendo esta respuesta en relación con su control discordante al resto 
de las anteriores. 
Sobreexpresión de miR-200c. Se produjo una respuesta homogénea en los 
cuatro cultivos estudiados, provocando una inhibición de su actividad 
migratoria. Así tanto en U118 (0,6%), HC-444 (1,7%), HC-534 (1,1%) y 
HC-466 (2,9%), se observó una disminución del área ocupada en relación 
con el valor del área control en este período. 
Silenciamiento de EGFR. Se provocó una respuesta heterogénea en la 
migración celular. Así en la línea U118, HC-444 y HC-534, se observó una 
disminución de la migración celular con valores respectivos del 3.9%, 13,8% 
y del 0,8%; mientras que en el cultivo HC-466 se observó un incremento en 
la migración celular. 
Estos resultados se observan en la tabla  53 y en la  figura 47. 
 
Tabla 53. Área de migración en porcentajes de los diferentes cultivos 
celulares a las 18 horas. Color azul, aumento de migración, color rojo, menor 










U118 19,9% 24,9% 0,6% 3,9% 
HC-444 31,4% 46% 1,7% 13,8% 
HC-534 2% 11,3% 1,1% 0,8% 
HC-466 3,6% 1,2% 2,9% 12,7% 
 
     Resultados a las 24 horas 
 El análisis de los cultivos celulares mostraron un claro incremento 
del área ocupada en todos los cultivos, con valores que definen una 
variabilidad en la capacidad migratoria,  aunque la migración se produce en 





Inhibición de miR-200c. Se produjo una respuesta homogénea en tres de los 
cultivos, produciendo un incremento en la actividad migratoria en U118 
(32,1%), en HC-444 (92,4%) y en HC-466 (5,9%). En el caso de HC-534 la 
migración aparecío estable con un valor de 8,2%, produciéndose una mínima 
disminución de la migración con respecto a su control. 
Sobreexpresión de miR-200c. Se produjo una clara inhibición de la 
migración celular en la  línea U118 (2,1%), en el cultivo  HC-444 (42,6%) y 
en HC-534 (1,2%). La respuesta del cultivo HC-466 a las 24 horas fue 
heterogenea, produciéndose una activación de la migración celular con 
valores de 12,5%, superiores al control.  
Silenciamiento de EGFR.  Se observó una respuesta heterogénea; a las 24 
horas, la línea U118 ocupó un área de  un 12,7%, el cultivo HC-444 el 
72,4%, y HC-534 con el 4,1%, mostrando una inhibición de su actividad 
migratoria. Frente a ellas el cultivo HC-466 presentó aumento en la actividad 
migratoria con valores del 15,1%.  
  Estos resultados se observan en la Tabla 54 y en las  Figura 47. 
 
Tabla 54. Área de migración en porcentajes de los diferentes cultivos 
celulares a las 24 horas. Color azul, aumento de migración, color rojo, menor 










U118 31,2 % 32,1% 2,1% 12,7% 
HC-444 89,5% 92,4% 42,6% 72,4% 
HC-534 8,6% 8,2% 1,2% 4,1% 
HC-466 4,6% 5,9% 12,5% 15,1% 
 
Si realizamos el análisis de la migración celular de los cultivos en 
función de las tres situaciones planteadas y teniendo en cuenta el estado de 
amplificación de cada uno de los cultivos, se obtienen los siguientes 
resultados:  
Cultivos con inhibición de miR-200c  
Los cultivos HC-444 y U118 (cultivos sin amplificación de EGFR) 
mostraron un aumento de la migración celular progresiva en el tiempo con 
respecto a su control. El cultivo HC-534 (baja amplificación) mostró un 





permaneció estable a las 24 horas. El cultivo HC-466 (alta amplificación) 
mostró un comportamiento diferente en  la migración, siendo a las 6 y 18 
horas  inferior a su control (Tabla 55). 
 
Tabla 55. Área de migración en porcentajes de los diferentes cultivos con 
inhibición de miR-200c. Color  azul, aumento de migración; color rojo, menor 
migración; Color blanco, igual migración. N-amp, no amplificación de EGFR. 
 L-amp, baja amplificación de EGFR, H-amp, alta amplificación de EGFR.  
Inhibición 
miR-200c 
         
          6h 
 
18h 
          
24h 
U118  N-amp    
HC-444 N-amp    
HC-534 L-amp    
HC-466 H-amp    
 
Cultivos  con  sobreexpresión  de miR- 200c  
En todos los cultivos celulares estudiados con  sobreexpresión de 
miR-200c, se detectó una menor migración celular con respecto al cultivo 
control, con excepción del cultivo HC-466 que mostró un aumento de la 
capacidad de migración a las 24 horas con respecto al control. Los cultivos 
sin amplificación de EGFR (U118 y HC-444) mostraron una homogénea 
disminunción de la migración de sus células (Tabla 56). 
 
Tabla 56. Área de migración en porcentajes de los diferentes cultivos con 
sobreexpresión de miR-200c. Color azul, aumento de migración; color rojo, 
menor migración; Color blanco, igual migración. N-amp, no amplificación 
de EGFR. L-amp, baja amplificación de EGFR, H-amp, alta amplificación 
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18h 
   
24h 
U118 N-amp    
HC-444 N-amp    
HC-534 L-amp    








Cultivos con silenciamiento de la expresión de EGFR  
Los cultivos HC-444 y U118 (cultivos sin amplificación de EGFR) 
presentaron una menor  migración que sus controles. El cultivo H-534 (baja 
amplificación de EGFR) a partir de las 18 horas presentó una menor 
migración que su control. En el cultivo HC-466 (alta amplificación de 
EGFR) se observó hasta las 6 horas una menor migración celular con 
respecto a su control, que aumentó a partir de las 18 horas del estudio (Tabla 
57). 
 
Tabla 57. Área de migración en porcentajes de los diferentes cultivos con 
silenciamiento de EGFR. Color  azul, aumento de migración; color rojo, menor 
migración; Color blanco, igual migración. N-amp, no amplificación de EGFR. L-
amp, baja amplificación de EGFR, H-amp, alta amplificación de EGFR.  
 
 Analizando la migración de los cuatro cultivos resaltaríamos los 
siguientes resultados:  
-En la línea celular U118, que no presenta amplificación de EGFR, 
obtuvimos aumento de la migración celular cuando se inhibió el miR-200c, y 
disminución de la migración cuando se produjo sobreexpresión del miR-
200c y cuando hubo silenciamiento de EGFR (Figura 47).  
- En el cultivo primario HC-444, que no presentaba amplificación de 
EGFR, el comportamiento fue  muy similar a la de la línea celular U118 
(Figura 47 y 48).  
-En el cultivo primario HC-534, con baja amplificación de EGFR, el 
comportamiento fue ligeramente diferente pero con mayor similitud al 
comportamiento migratorio del los cultivos sin amplificación de EGFR 
(Figura 47). 
-En el cultivo primario HC-466, con alta amplificación de EGFR, el 
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migración a partir de las 24 horas, y en las tres situaciones estudiadas. 




















Figura 47. Cuantificación del área de migración celular. Color azul: Células 
control. Color rojo: Células con inhibición de miR-200c. Color verde: Células 































Figura 48. Modelo experimental en cultivos celulares. Estudio  secuencial de 
migración celular en el cultivo HC-444. A) Células control. B) Células con 
inhibición del miR-200c. C) Células con sobreexpresión de miR-200c. D) 





El análisis de los efectos sobre la migración celular en los diferentes 
cultivos, al provocar cambios en miR-200c y con el silenciamiento de 
EGFR, permitió destacar que la sobreexpresión de miR-200c provocó una 
respuesta inhibidora homogénea en la migración celular, que se observa en 
los cultivos celulares a las 3, 6, 18 y 24 horas (figura 48) a excepción del 
cultivo HC-466, el cual es un cultivo que muestra amplificación de EGFR y 
presencia de la variante mutante EGFRvIII, la cual a las 24 horas no 
responde a la ribointerferencia de miR-200c.  
En la inhibición del miR-200c el aumento en la migración se produjo 
en tiempos distintos según los cultivos: El HC-444 y el HC-534 desde las 
seis horas, el U118 desde las 18 horas, y el HC-466 a partir de las 24 horas. 
En el silenciamiento de EGFR la disminución en la migración fue 
heterogénea en los diferentes cultivos celulares; la disminución de la 
migración se observó en el U118 y el HC-444 desde las seis horas, en el HC-
534 desde las 18 horas y en el HC-466 tuvo un comportamiento variable en 
los distintos tiempos.  
  
En cuanto a la relación con la amplificación de EGFR los cultivos 
sin amplificación de EGFR respondieron homogéneamente, tanto a la 
sobreexpresión de miR-200c, como al silenciamiento de EGFR, 
produciéndose una inhibición de la migración. 
Los cultivos con amplificación de EGFR respondieron 
homogéneamente a la sobreexpresión de EGFR hasta las 18 horas del 
cultivo; a la inhibición del miR-200c respondieron escalonados en el tiempo; 
y no respondieron o lo hicieron de forma heterogénea al silenciamiento de 









































5.1 Caracterización clínica, histopatógica e inmunohistoquímica 
 
El glioblastoma, es la neoplasia primaria del SNC más importante en 
adultos, por su frecuencia y agresividad. Su localización en el SNC, su alta 
capacidad invasiva y destructiva, y su presentación clínica, hacen de este una 
enfermedad neoplásica altamente invalidante y de evolución fatal, en la que 
las distintas acciones terapéuticas se han mostrado ineficaces hasta el 
momento. El GB muestra, dentro de los procesos neoplásicos, un 
comportamiento paradigmático en los procesos de infiltración, como 
inductor de angiogénesis y de otros procesos oncogénicos, que lo han 
convertido en una diana de estudio y análisis de respuesta a distintos 
métodos terapéuticos. En este trabajo presentamos un estudio analítico de 46 
casos de GB primarios, IDH no mutado, en pacientes adultos. 
Aunque el tumor puede presentarse a cualquier edad, es característico 
de edades adultas, entre la quinta y sexta década de vida.  La presencia en la 
edad adulta tardía ha sido relacionada con la acumulación de lesiones 
genéticas que desemboquen en la formación del tumor. La edad de los 
pacientes se presenta como un factor pronóstico independiente y 
significativo relacionado con la evolución y la supervivencia 221,249. En 
nuestro estudio, la edad al momento de diagnóstico  se presentó en la quinta 
y la sexta década de vida en el 69% de los casos.  
En cuanto al sexo de los pacientes, se presenta preferentemente en 
hombres. Las diferentes series analizadas muestran un 60 % de casos en 
varones frente a un 40% en mujeres 221. En los casos de este trabajo también 
se detectó la prevalencia de hombres sobre mujeres, algo mayor que el 
publicado en la literatura. 
El estado y discapacidad funcional del paciente fue evaluado mediante 





variable predictiva robusta independiente de la edad del paciente 133, 290. Los 
resultados de nuestra serie de pacientes, presentaron un IK de 70 o menor, en 
más del 50% de ellos, y fue un factor estadísticamente significativo, entre los 
grupos de EGFR.  
El síntoma inicial, fue la HTIC, en más del 50% de los pacientes, 
seguido de los déficits neurológicos. La duración del síntoma inicial no 
mostro variación con los datos publicados 154,190. 
El tamaño del tumor ha sido propuesto por diferentes autores como un 
factor pronóstico 190, 191.  En nuestros casos, el tamaño del tumor fue mayor 
en los casos que presentaban amplificación de EGFR.  
Respecto a la localización, los GBs, muestran preferencia 
supratentorial, con una incidencia similar en ambos hemisferios cerebrales. 
Los trabajos publicados evidencian que los lóbulos frontales seguidos de los 
lóbulos temporales, y parietales son las localizaciones más frecuente 26, 190. 
En este estudio las localizaciones fueron coherentes con los distintos 
registros, no obstante, predominó la localización temporo-parietal. Fue 
minoritaria la localización en el lóbulo occipital y excepcionalmente en el 
cuerpo calloso.  
En referencia al tratamiento, el GB muchas veces muestra elevada 
resistencia a los diferentes regímenes terapéuticos. Los tres tipos de 
tratamiento (cirugía, radioterapia y quimioterapia) usados comúnmente en el 
tratamiento de otras neoplasias, también son utilizados como estrategias 
terapéuticas del GB 268. La naturaleza difusa e infiltrante junto a las 
localizaciones anatómicas con áreas críticas y vitales impiden alcanzar 
resecciones completas 115. Todos los pacientes analizados fueron sometidos a 
resecciones quirúrgicas en las que se extirpó el tumor, y posteriormente se 





Los pacientes con GB presentan una perspectiva de supervivencia corta 
que muchas veces no sobrepasa los 12 meses desde su diagnóstico 258. 
Algunos estudios publicados mostraron que el 3-5% de los pacientes 
sobrevivieron durante más de 3 años y se conocen como supervivientes a 
largo plazo 159. Los factores clínicos y moleculares que contribuyen a este 
hecho son todavía desconocidos 221. De los casos estudiados en nuestro 
trabajo, el tiempo medio de supervivencia fue menor de 12 meses, aunque 
fue mayor de 12 meses en aproximadamente un tercio de los casos. En tres 
pacientes se alcanzó una supervivencia mayor de 30 meses. Las 
características de este trabajo no permite establecer criterios comparativos 
con estudios reglados (ensayos clínicos) orientados a determinar factores 
terapéuticos asociados a la supervivencia. 
 
El GB es considerado por la OMS como una neoplasia glial astrocitica 
con el mayor grado de agresividad (grado IV) 190,191. Es una neoplasia con 
una gran heterogeneidad tanto intratumoral como intertumoral, que viene 
definida por la variabilidad de sus poblaciones celulares, con diferentes 
patrones morfológicos de diferenciación y anaplasia. La clasificación de la 
OMS del 2007 recoge una división clásica de los GB en primarios o “de 
novo”, en pacientes sin antecedentes clínicos de neoformación glial 
astrocitaria y los glioblastomas secundarios, en pacientes con diagnóstico 
previo de tumor glial astrocitario. Esta división es recogida en esta 
clasificación con una propuesta de perfil genético ligando el GB primario a 
la amplificación de EGFR y el GB secundario a la mutación en TP53. La 
detección de mutaciones en IDH como una característica de los astrocitomas 
que permite establecer diagnóstico diferencial con el oligodendroglioma, se 
mostró como criterio diferencial en los GB, para establecer criterios de 





IDH mutado. Esta división es recogida en la clasificación de la OMS de 
2016 191. En nuestro trabajo todos los casos estudiados fuero GB primarios 
clínicamente,  IDH no mutado. 
 
Diferentes trabajos han centrado la atención sobre el patrón morfológico 
de las células neoplásicas con distintas denominaciones 117, 230, 302, 307. En 
nuestro estudio, en más del 50% de los tumores estudiados la población 
predominante mantenía el patrón astrocitario. Todos los casos de GB 
analizados mostraron una angiogénesis displásica con un crecimiento 
anómalo de los vasos, formando patrones pseudoglomerulares. Junto a esta, 
la necrosis, en áreas extensas o en pequeños focos de necrosis con 
organización de las células en pseudoempalizadas, apareciendo relacionados 
con frecuencia con vasos sanguíneos trombosados. Estas características son 
considerados criterios diagnósticos necesarios del GB 190,191. 
El GB es una neoplasia con características infiltrantes siendo uno de 
los criterios de agresividad más importantes. Se reconocen diferentes 
patrones de infiltración, que diferencian la agresividad en está neoplasia, y la 
dificultad en los planteamientos de resección quirúrgica 57. Desde el punto de 
vista neuropatológico, este tumor puede presentarse con un patrón de 
infiltración nodular y difuso5,335. El patrón nodular, definido 
radiológicamente por sus límites definidos, e histopatológicamente por la 
definición de un límite del tumor con alta densidad celular frente al tejido 
nervioso. El patrón difuso viene caracterizado por la no delimitación en la 
imagen radiológica del tumor, e histopatológicamente por un patrón sin 
límites definidos del mismo 57. En nuestros casos, en los que fue posible 
observar el patrón de infiltración, un poco más del doble de casos fue difuso, 






El estudio inmunohistoquímico realizado se orientó hacia la 
caracterización diagnóstica del GB, el índice proliferativo, y el estudio de la 
expresión de EGFR y p53.  
La expresión de GFAP, fue positiva en el citoplasma de las células 
neoplásicas en todos los tumores estudiados, confirmando su diferenciación, 
preferentemente astrocitaria, dato ampliamente referido en la bibliografía 68, 
141, 286.Por otra parte, la expresión positiva en los endotelios de CD34, se 
utilizó como un marcador descriptivo de la hiperplasia vascular, el carácter 
displasico y los patrones pseudoglomerulares de su crecimiento 88. 
El Ki67, es el marcador de proliferación más ampliamente utilizado para 
medir el índice de proliferación y para poder tener una estimación del 
crecimiento cuantitativo de una neoplasia, hasta el punto de actuar con 
frecuencia como una variable pronóstica 135, 288. En glioblastomas, los índices 
de Ki-67 son elevados, oscilando entre el 15-20% 148. En nuestros casos este 
índice fue heterogéneo, pero fue mayor de manera estadísticamente 
significativa en el grupo H-amp, hecho que indicaría mayor agresividad en 
los casos de este grupo.  
La expresión de p53 fue muy heterogénea tanto entre tumores como en 
diferentes áreas del propio tumor, comportamiento similar al descrito en la 
bibliografía 134,139. Y con respecto a la expresión inmunohistoquímica de 
EGFR, se observó estadísticamente significativa con respecto a la 
amplificación del gen, hecho que detallaremos más ampliamente. 
 
5.2 Caracterización genética. Amplificación de EGFR y vías de 
señalización 
El glioblastoma presenta un patrón altamente heterogéneo tanto a nivel 





alteración más frecuentemente implicada, que se detecta entre el 40-70% de 
los casos estudiados, principalmente en los llamados GB primarios187, 221. 
El FISH es una metodología que utiliza sondas de DNA para detectar o 
confirmar anomalías génicas o cromosómicas que generalmente están más 
allá de la capacidad de resolución de la citogenética de rutina. Con esta 
metodología es posible conocer el estado de amplificación de EGFR en los 
tumores. En el caso del GB las secuencias amplificadas se han encontrado 
localizadas en dmin, aunque por FISH hay pocos trabajos realizados sobre 
metafases 187; sin embargo, estudios de FISH en núcleos interfásicos son más 
frecuentes, observándose una considerable heterogeneidad en el número de 
copias de EGFR 170,186. Estudios realizados simultáneamente en metafases y 
en núcleos de GB han demostrado que, según el número de copias y el tipo 
de amplificación, se presentan casos con un alto nivel de amplificación en 
forma de dmin y casos con bajo nivel de amplificación en forma de 
inserciones cromosómicas en el cromosoma 7 186, 187, considerándose el grupo 
de baja amplificación como un paso previo en la aparición de esta alteración 
molecular 187. 
En este contexto, los tumores de este estudio han sido agrupados según 
el estatus de amplificación de EGFR en tres subgrupos: GB altamente 
amplificado (H-amp), GB con baja amplificación (L-amp) y GB no 
amplificado (N-amp). Destacan como criterios diferenciales: el nivel de 
amplificación, el mecanismo de amplificación (dmin versus inserción 
génica) y la distinta frecuencia de afectación de las poblaciones celulares. 
Los resultados obtenidos por FISH fueron parcialmente validados por 
PCR diferencial. Los resultados obtenidos por esta técnica revelaron 
amplificación de EGFR sólo en los casos correspondientes a los casos del 
grupo H-amp, identificado por FISH.  Un caso de este grupo fue detectado 





alto número de copias, pero sólo en un bajo porcentaje de las células 
analizadas. Estos resultados son similares a otros estudios donde se 
comprobó que técnicas como la PCR diferencial o SNPs arrays, son técnicas 
que tienen menos probabilidad de detectar niveles de amplificación presentes 
en pequeñas poblaciones celulares tumorales 187, 207. 
La amplificación de EGFR se ha observado asociada con el aumento en 
el número de copias del cromosoma 7. Sin embargo, se ha identificado tanto 
en GB con amplificación de EGFR como en GB sin amplificación, por lo 
que esta anomalía cromosómica se consideraría un evento inicial en la 
tumorogénesis del glioblastoma 27, 206, 240. Todos nuestros casos presentaron 
trisomías o polisomías del cromosoma 7.  
Existe una relación muy directa entre la amplificación del EGFR por 
FISH y la sobreexpresión de la proteína por inmunohistoquímica. De manera 
general, todas las publicaciones han identificado el FISH y la 
inmunohistoquímicas como dos técnicas compatibles para reconocer el 
estado de amplificación de EGFR en GB   185, 255. En nuestro estudio los casos 
correspondientes al grupo H-amp también presentaron sobreexpresión de la 
proteína (considerando como sobreexpresión los niveles 2/3 de 
inmunohistoquímica); los casos del grupo L-amp presentaron expresión 
variable de la proteína, lo que podría indicar que en este grupo hay casos que 
se sitúan más cercanos a los del grupo H-amp y otros más cercanos a los del 
grupo N-amp. En el grupo N-amp, todos los casos, excepto tres, no 
presentaron sobreexpresión de la proteína, resultado que sigue la línea de 
otros estudios 198, 255, 294.  
 
Diferentes estudios genéticos en el GB, han modificado el enfoque, de 
“GB primario” ligado a la amplificación de EGFR y “GB secundario” ligado 





análisis genómicos integrados realizados por el “Cancer Genome Atlas 
Research Network” ha planteado la consideración de cuatro subtipos de GB: 
“Proneural”, “Neural”, “Clásico” y “Mesenquimal” 279,280,281. En este 
enfoque, el “GB clásico” muestra las alteraciones de EGFR (amplificación y 
mutaciones) como característica diferencial. Pero esta alteración, también se 
observa de forma importante en los otros subgrupos de GB, reafirmándose 
las alteraciones en EGFR como la más frecuente en estos tumores. 
 
Además de las alteraciones del EGFR en el GB, muchas más 
alteraciones genéticas se han detectado en este tumor lo que denota una gran 
heterogeneidad en las poblaciones celulares que lo compone. Los métodos 
convencionales de estudios de genes como puede ser el FISH, PCR, CGH, 
son técnicas de estudio en las neoplasias que presentan como inconvenientes 
el alto coste y muchas veces la preparación especial del tejido. Además estás 
técnicas no detectan algunas alteraciones como por ejemplo mutaciones de 
las regiones no codificantes 78,200. Por otra parte, otras técnicas como las 
distintas tecnologías de secuenciación masiva de nueva generación, que son 
capaces de realizar muchas operaciones de secuenciación, están aportando 
una gran cantidad de datos, pero aún requieren una gran inversión 212. Frente 
a este escenario, la MLPA permite hacer un cribado de una alta cantidad de 
secuencias genómicas definidas, para amplificaciones, deleciones y 
metilación de promotores en un solo paso, siendo un método de bajo coste y 
fiable 28,136,201,269, 303. 
El gen EGFR fue el más importante a evaluar dentro de los genes de 
este estudio mediante MLPA. Con esta metodología se pudo constatar la 
presencia de alta amplificacion del gen en todos los casos del grupo H-amp, 
con excepción del caso 20 que pudo observarse alta amplificación solo en el 





presentaba por FISH, alta amplificación del gen, pero en una población 
celular muy minoritaria. Mediante el estudio con MLPA no se pudieron 
diferenciar los grupos L-amp y N-amp, debido a que las trisomías y 
polisomías del cromosoma 7, dan un aumento en el número de copias, y por 
lo tanto no distinguible de los casos con baja amplificación de EGFR.  
Además de la amplificación, también es frecuente encontrar 
mutaciones, especialmente la variante EGFRvIII, que afecta generalmente 
hasta el 67% de los GBs con EGFR amplificado 83,174,280,297. En nuestro 
estudio la presencia de esta variante se detectó en la mitad de los casos, 
todos ellas en el grupo con un alto grado de amplificación de EGFR (grupo 
H-amp). 
 
Las alteraciones en forma de amplificación de EGFR o mutación del 
gen se vinculan con la desregulación de algunas de las vías de señalización 
importantes relacionadas con este gen. Este hecho se asocia con un mal 
pronóstico, pues son vías de transducción de señales que regulan la 
proliferación celular 127,129. Estas vías están alteradas en el GB, especialmente 
a nivel de genes como PTEN, CDKN2A, CDKN2B, MDM2, CDK4 y TP53 
entre otros 297.  
La vía EGFR/RAS/NF1/PTEN/PI3K presentó alteración en el 74% de 
los casos (incluyendo el EGFR y el PTEN que son los dos genes estudiados 
en esta vía). Esta observación es acorde a otros estudios que señalan entre 
50-88%  227, 242, 279, 280, 281. Las ganancias y pérdidas de dosis génicas en EGFR 
y PTEN son eventos bien conocidos en los GBs y actualmente son objeto de 
intervenciones terapéuticas 174, 203. El PTEN se localiza en el cromosoma 10q 
y es uno de los genes asociados a la malignidad tumoral, su función es la 
desfoforilación de sustratos 174. En GBs interviene en la vía PI3K-AKT-





los GBs primarios, el gen PTEN está mutado en el 15%-40% de los tumores 
279, 280, 297. En nuestro estudio la deleción de PTEN se presentó en el 47% de 
los casos en los grupos con amplificación de EGFR, y solo en el 25% de los 
casos sin amplificación. Las alteraciones en este gen sumado a la 
amplificación de EGFR son indicadores de una evolución desfavorable 316. 
En la vía TP53/MDM2/MDM4/p14ARF, donde se han estudiado los 
genes TP53 y MDM2, se produjeron alteraciones en el 37% de los casos. La 
incidencia publicada es mayor, oscila entre 68-87%, debido a que estos datos 
incluyen todos los genes de la vía 227, 242, 279, 280,  297. En los grupos H-amp y N-
amp la frecuencia de las alteraciones fue similar y superior a las presentadas 
en el grupo L-amp, pero las alteraciones fueron diferentes según el gen 
implicado, estando más afectado TP53 en el grupo N-amp, y MDM2 en el 
grupo H-amp. 
El gen TP53 se alteró o bien con perdida en el número de copias o con 
mutación. La mutación de TP53 se ha observado en un porcentaje variable 
de GBs, entre el 2-31% siendo mucho más frecuentes en GBs secundarios 
que en primarios 15,59,138. En cuanto al tipo de mutación, es muy común 
encontrar sustituciones o transciciones (GC→ AT). En nuestros casos, el 4% 
presentó la mutación, porcentaje bajo pero acorde, ya que todos nuestros 
casos fueron GBs primarios. Las mutaciones fueron sustituciones como 
timina por citosina o, al contrario. Este hecho coincide con los datos de la 
bibliografía, donde se observa que estas mutaciones son las 
predominantes221. 
En el gen MDM2 se observaron deleciones parciales en heterocigosis y 
homocigosis y amplificaciones, concentrándose en el grupo H-amp, lo que 
resultó ser estadísticamente significativo en relación a la supervivencia, ya 
que ese grupo mostró los datos más bajo de supervivivencia. Se ha 





constituye un mecanismo molecular de escape de control de crecimiento 
regulado por TP53, operativo en la evolución de los glioblastomas primarios 
que normalmente carecen de mutaciones de TP53 25,103. 
 Alteraciones en esta vía conllevan a la supresión de la apoptosis, 
interrupción del ciclo celular, incapacidad de diferenciación celular y 
elevada inestabilidad genómica por errores en la reparación del DNA 299. 
En la vía p16INK4a/CDK4/RB1, donde se han estudiado los genes 
CDKN2A/ CDKN2B y CDK4, se observaron alteraciones en el 61% de los 
casos, coincidiendo con las frecuencias publicadas 227, 242, 279, 280. En el grupo 
H-amp esta vía estaba afectada casi el doble que en los otros dos grupos; y 
cuando estos dos genes se alteraron simultanamente, todos los casos 
observados pertenecían al grupo H-amp. 
Las alteraciones en los genes CDKN2A y CDKN2B localizados en el 
cromosoma 9p16 son factores de riesgo para la gliomagénesis 253,317. En otros 
tumores cerebrales, estos genes se encuentran alterados de forma recurrente 
y asociados a la progresión tumoral 32,318. Su inactivación lleva a la 
desregulación en la progresión del ciclo (por la inactivación del punto de 
control de la fase G1/S) posiblemente en conjunción con la activación de las 
telomerasas. En nuestro estudio el gen CDKN2A y CDKN2B se encontró 
alterado en el 52% y en el 50% de los casos respectivamente, predominado 
la deleción en homocigosis, siendo más frecuente en los grupos con algún 
tipo de amplificación de EGFR.  
La convergencia de amplificación de EGFR y deleción en los genes 
CDKN2A y CDKN2B, podría proporcionar una explicación cooperativa de 
mayor agresividad. Esta confluencia se observa en aproximadamente el 20% 
de los GBs112. En nuestros casos esta simultaneidad de alteraciones se 
observó en un porcentaje mayor, alrededor del 38% de los casos. Se observó 





más presencia de casos con patrón infiltrativo de tipo difuso. Este patrón 
tendría un mayor problema para la resección quirúrgica y por lo tanto estaría 
relacionado con una mayor agresividad 
La principal función de esta vía es la de actuar como transductor de 
señales regulando el ciclo celular y la transcripción que media el avance en 
la proliferación celular 86. 
 
La alteración de una vía molecular está asociada significativamente con 
una de las otras dos. Se ha observado que la desregulación de dos vías es 
crítica en la patogénesis del GB, y se ha publicado que puede ocurrir en un 
77% de los casos 127. En nuestro estudio, y con los seis genes estudiados, 
podemos observar que hay una alteración en al menos dos vías en el 70% de 
los casos y alteraciones de las tres vías en el 17% de los casos. Esta 
discordancia con  los datos mencionados en la bibliografía, estaría 
relacionado por el sesgo provocado al analizar solo dos genes por vía. Por 
otra parte, las tres vías alteradas se encontraron fundamentalmente en el 
grupo H-amp, no encontrándose ningún caso en el grupo N-amp, lo que 
indicaría una mayor agresividad de los GBs con alto nivel de amplificación 
de EGFR.  
 
El estudio con MLPA también nos ha permitido establecer perfiles 
genéticos de los diferentes grupos, según el estatus de amplificación de 
EGFR. A este respecto, los genes CDKN2A/2B, GSTP1 y CDH1, 
relacionados con crecimiento, proliferación celular, apoptosis, y migración, 
se presentaron alterados en al menos un 30% de los casos de los tres grupos, 





Hay que destacar que CDKN2A/2B apareció con una frecuencia doble 
en el grupo H-amp que, en los otros dos grupos, frecuencia estadísticamente 
significativa.  
Por otra parte, en los grupos con algún tipo de amplificación se 
observaron genes alterados como PTEN, SAMHD1, VHL, CREM, y LARGE 
(Apéndice IV), que no se presentaron con esta frecuencia en los casos del 
grupo N-amp. Estos resultados podrían indicar perfiles genéticos distintos 
entre los casos con amplificación y sin amplificación de EGFR, y una 
implicación diferente en la progresión tumoral. Además, los dos grupos con 
amplificación también presentaron genes distintos alterados con diferentes 
frecuencias, como el MDM2 en el grupo H-amp, y el PAH en el grupo        
L-amp, éste último con una frecuencia de alterción estadísticamente 
significativa. A su vez, en el grupo N-amp, el gen TP53, es el que apareció 
con mayor frecuencia; gen relacionado con los glioblastomas secundarios, 
IDH mutado. Estos resultados indicarían, que los tres grupos podrían tener 
implicaciones diferentes dentro de la biopatología del glioblastoma (Tabla 
58). Un análisis con técnicas genéticas de alto rendimiento podría precisar 
esta hipótesis. 
 
Tabla 58. Genes implicados en los grupos del glioblastoma según el nivel de 
amplificación de EGFR.  












Mediante la técnica de MLPA hemos podido conocer el estatus de 
metilación de los genes estudiados. Con respecto a este análisis, observamos 
que la hipermetilación fue baja, siendo RASFF1 el gen más hipermetilado en 
los tres grupos de estudio, seguido del gen CASP8, más hipermetilado en los 
grupos L-amp y N-amp. El gen RASSF1 interviene en la reparación del 
DNA, la detención del ciclo celular y se encuentra metilado en múltiples 
tipos tumorales 35, 63. La metilación de este gen se ha asociado con la 
tumorogénesis en el GB 116, 119. El gen CASP8 desempeña un papel central en 
el proceso de apoptosis celular. La hipermetilación de la CASP8 pro-
apoptótica es una característica diferencial de las recaídas de los GBs y se 
asocia con pacientes de corta supervivencia 199,263. 
La elevada acumulación de alteraciones y aberraciones en los casos 
estudiados de glioblastoma, nos indica la elevada inestabilidad genómica de 
este tumor. Algunos de los genes alterados detectados en este estudio son 
aberraciones características y recurrentes en la panorámica genómica del 
GB, y hemos observado una mayor incidencia en el grupo con alta 
amplificación de EGFR.  Su elevada frecuencia evidencia que los genes 
contenidos son clave, y están directamente relacionados e implicados en la 
génesis, y progresión del GB 194. 
 
5.3 Estudio de la expresión de miRNAs en GB 
En la actualidad se viene desarrollando nuevas formas de intento de 
clasificación de tumores basada en técnicas para el estudio de los perfiles de 
expresión génica mediante arrays. Algunos autores han utilizado estas 
técnicas tanto para distinguir la expresión de genes entre glioblastomas y 
astrocitomas de menor grado como para identificar subclases distintas de 





Dado que la alteración en la expresión de los miRNAs parece ser una 
característica general del cáncer, varios estudios han investigado si están 
diferencialmente expresados en los tumores del SNC. Se ha observado que el 
30% de los miRNAs evaluados se hallan desregulados en dos o más estudios 
independientes; estos perfiles podrían ser útiles como biomarcadores 12,40. 
También es importante destacar que los perfiles de expresión de miRNAs 
obtenidos por la TCGA 279,280,281 han permitido la identificación de subgrupos 
de GB según su origen, lo que ha servido para apoyar clasificaciones 
previas, pero a la vez han revelado heterogeneidad dentro de esas 
clasificaciones 153,297.  
En nuestro trabajo, hemos tratado de identificar perfiles de expresión de 
miRNA que diferencien los tres grupos de glioblastomas según el grado de 
amplificación de EGFR. De los 64 miRNAs identificados como 
significativos, el 20% de ellos, se encontraron localizados en cromosomas 
con gran inestabilidad genética en este tumor, como son el 1, 7, 9, 10 y el 22, 
hecho que podría estar relacionado con su desregulación. De ellos se 
identificaron como infraexpresados el 70%, y como sobreexpresados el 
30%250. Todos los miRNAs, a excepión de uno, identificados como más 
significativos entre los grupos de estudio se presentaron infraexpresados. 
Hipotéticamente, un miRNA que es infrarregulado en el cáncer y tiene como 
diana un oncogén, podría actuar como supresor tumoral, mientras que una 
sobrerregulación de un miRNA que tenga como diana un supresor tumoral o 
un gen importante para la diferenciación, podría actuar como un oncogén 42. 
 
Dentro de las vías de señalización más importantes relacionadas 
con EGFR, los miRNAs identificados en nuestro estudio por orden de 





miR-383 y miR-219-2-3p. Todos ellos se presentaron infraexpresados y han 
supuesto el 64% de los miRNAs estadísticamente significativos.  
El miR-200c, pertenece a la familia miR-200 junto a otros cuatro 
miembros: miR-200a, miR-200b, miR-429 y miR-141157. El análisis 
funcional en diferentes bases de datos, utilizando el programa “Pathway 
studio”, muestra que este micro presenta una implicación en diferentes 
procesos celulares, así como asociación a vías de señalización dependientes 
de EGFR. Mediante este programa bioinformático, miR-200c tiene una 
acción reguladora negativa sobre algunos de estos procesos y vías de 
señalización como PI3K/AKT, MAPK /ERK1/2, AKT/NFkB. Estas vías están 
implicadas en activación de genes que intervienen en diferentes procesos 
neoplásicos (apoptosis, proliferación celular y migración) y /o mecanismos 
de estrés oxidativo entre otros 127.  
En el análisis funcional realizado según las bases de datos se observó 
que TP53 es un regulador positivo de miR-200c, inhibiendo a PDGFR. Una 
consecuencia importante de la pérdida de actividad de TP53 es el aumento 
de la inestabilidad genética manifestada por la desregulación de 
determinados genes o por la ausencia de reparación de daños en DNA 240. 
El miR-129 regula importantes dianas moleculares de las vías alteradas 
en GB como PDGFRA de la vía EGFR/PTEN/PI3K, o indirectamente 
mediante HMGB1 que interactúa con TP53 en la vía TP53/MDM2/4/P14 323, 
324
. 
EL miR-124 es el más expresado en el cerebro. Su desregulación afecta 
el espectro de funciones biológicas del SNC. Recientemente, el vínculo entre 
la desregulación de miR-124 y los trastornos del SNC, tales como la 
neurodegeneración, enfermedades neuroimmunes, y tumores cerebrales, han 





Este miRNA, está relacionado con la vía p16/CDK4/RB bloqueando 
directamente a CDK4. Se ha visto que la sobreexpresión de CDK4 se traduce 
en un peor pronóstico y confiere en gliomas resitencia a la radioterapia 64.  
El miR-128 es otro de los miRNAs más expresados en cerebro y 
muestra baja regulación en los gliomas 55,95,332. Sin embargo, no se conoce 
con exactitud el papel que tiene en la carcinogénesis y en el desarrollo de 
estos tumores. Se ha observado que bloquea la fase G1/S en GB y reprime el 
crecimiento, regulando a EGFR y PDGFRα en células madres de GM, 
implicados en la vía EGFR/RAS/PI3K 224. Se ha descrito en 2012 un 
resultado novedoso que ayuda a esclarecer el rol de este miRNA. Se observó 
que miR-128 actúa como un supresor tumoral regulando directamente a 
p70S6K1, HIF1α y VEGF, directamente implicados con la carcinogénesis, 
los procesos de metástasis y angiogénesis del GB, tanto in vitro como          
in vivo 254.  
Del miR-382, no hemos encontrado información en glioblastomas. 
Los estudios en  tumores gástricos y hepáticos han demostrado que la 
sobreexpresión de miR-382 sobreregula la vía PTEN/AKT/mTOR, lo que 
indica que PTEN es un gen diana funcional de miR-382. Además, PTEN 
inhibe a miR-382 lo que induce la angiogénesis in vivo, así como la 
secreción de VEGF.  Estos resultados sugieren que miR-382 inducido por 
hipoxia promueve la angiogénesis y actúa como un oncogén angiogénico por 
la represión de PTEN 18,251. 
El miR-383 se encuentra infraexpresado en gliomas, lo que se asocia 
a una mayor progresión tumoral; por el contrario, los niveles elevados de 
expresión de este miRNA pueden activar la vía AKT por sobreregulación de 
MMP2 y IGF1R 111.  
Y, por último, el miR- 219-2-3p, no ha sido estudiado en GBs, pero 





tumores, que el miR-219-5p reprime EGFR. En todos los casos se observó la 
infraexpresión de miR-219-5p. Además, este miRNA, inhibe las vías MAPK 
y EGFR/PTEN/PI3K en las líneas celulares de glioma, en concordancia con 
su capacidad de regular a EGFR 241. Por lo tanto, un estudio de su homologo 
miR.219-2-3p podría tener una implicación similar dado que muchos 
integrantes de un mismo cluster actúan en sinergia para lograr regular una 
vía de señalización.  
Algunos de los miRNAs significativos en este estudio están implicados 
en el proceso de migración celular. Por orden de significancia fueron: miR-
200c, miR-138, miR-891a, miR-129-5p, miR-124, miR-382, miR-383, y 
miR-219. Todos ellos se presentaron infraexpresados, y representaron el 
66% de los miRNAs significativos. 
La familia miR-200 juega un papel importante en la EMT, y por ello en 
los procesos de migración celular. Y, dado que el miR-200c fue el más capaz 
de diferenciar claramente entre los grupos de casos según el estatus de 
amplificación de EGFR, lo veremos más detalladamente en un apartado 
posterior, analizando su comportamiento en el modelo experimental. 
La infraexpresión del miR-138 ha sido frecuentemente observada en 
varios tipos de cáncer. El miR-138 está relacionado con la iniciación  del 
crecimiento y la supervivencia de las células madres de GB potenciando su  
auto-renovación. La inhibición funcional específica de la secuencia de miR-
138 impide la formación de neuroesferas in vitro e impide la tumorigénesis 
in vivo 48. Se sabe que actúa como un supresor tumoral implicado en la 
invasión de las células de GB suprimiendo la proliferación in vitro y la 
tumorogenicidad in vivo 238,266. Se ha identificado que HIF-1a es su diana 
molecular. En cultivos celulares, miR-138 puede regular negativamente la 
expresión de HIF-1a; regula la expresión de dianas moleculares implicadas 





El miR-891a está poco estudiado en GBs, encontrándose 
sobreexpresado en los perfiles de miRNA de una corta serie de estos tumores 
comparados con tejido normal de corteza cerebral, pero no de manera 
significativa 262. En el cáncer de próstata este miRNA está sobreexpresado y 
actúa in vitro como promotor de la proliferación celular, la formación de 
colonias, la migración e invasión106. Y de manera general, una 
sobreexpresión de este miRNA aumenta la migración celular en 
carcinomas328. 
El miR-129-5p no hay referencias de su papel en la migración de las 
células del GB. Recientemente, se ha publicado que el miR-129-5p regula la 
migración y la invasión en células de cáncer gástrico teniendo como diana a 
la interleuquina-8. La transfección con inhibidor de miR-129-5p, aumentó 
notablemente la viabilidad celular, la capacidad de formación de colonias, y 
el número de células que migraron. La IL-8 fue regulada negativamente por 
el miR-129-5p. La co-transfección de inhibidor de miR-129-5p con si-IL-8 
invirtió el efecto inhibidor de miR-129-5p sobre la migración y la invasión 
de las células 137. 
El miR-124 inhibe la migración de células de glioma y la invasión 
mediante la regulación de ROCK1, relacionado con la movilidad celular 7.  
 
Del miR-382 no hay referencias de su papel en la migración de las 
células del GB. En otros tumores como en cáncer gástrico, renal, colorectal y 
en cáncer de ovario se ha observado que mediante la activación de  TGF-1 se 
induce la transición epitelio-mesenquimal, lo que da como resultado un  






El miR-383 cuando presenta los niveles elevados de expresión puede 
inhibir el crecimiento celular, la invasión y promueven la apoptosis celular, 
en gliomas 321.  
Y, por último, el miR- 219-2-3p, aparece referenciado en un estudio de 
transfección en líneas celulares de glioma, donde este miRNA se 
sobreexpresó, observándose la inhibición de la proliferación, y la migración 
celular 241. 
 
5.4 Análisis del papel del miR-200c en el glioblastoma 
 
En la evolución del GB, se detectan cambios en su patrón infiltrativo 
ligados a modificaciones en el comportamiento migratorio de las células 
neoplásicas. Estos cambios, ya conocidos en otras neoplasias como 
“Transición Epitelio/Mesenquimal (EMT), afectan a procesos de 
reconocimiento, unión intercelular y capacidad de movimiento, entre otros; y 
están asociados a modificaciones genéticas y epigeneticas de las células 
neoplásicas 57, 179,335. 
Estos procesos son conocidos en el GB como “Modo Mesenquimal de 
Migración e Invasión” (MMMI) y aparecen asociados a cambios en la 
expresión de distintas proteínas de unión, de reconocimiento de membrana, 
de interacción con el intersticio, entre otras. Estos cambios, con frecuencia, 
están directamente relacionados con una alteración en la función génica y en 
las vías de señalización específicamente ligadas a estos procesos 57,335. 
El papel del miRNA-200c está descrito en diferentes tumores 
epiteliales, y la pérdida de su expresión se asocia con la progresión de la 
enfermedad en diferentes neoplasias, incluyendo cáncer de mama, cáncer de 
vejiga, cáncer de pulmón y cáncer de ovario1,30,197. Este miRNA está 





de ZEB1 y ZEB2 que actúan como “represores trascripcionales” de la E-
Cadherina (CDH1), por lo que a través de este sistema se reduciría la 
movilidad celular y la capacidad de migración e infiltración neoplásica 20, 226. 
En estudios realizados en tumores primitivos de cáncer de ovario se 
concluyó que la familia miR-200 determina el fenotipo epitelial de las 
células cancerosas regulando la EMT y la progresión de este tipo tumoral 226. 
Estos estudios fueron validados en una larga serie de tumores primarios de 
cáncer de ovario, así como en cultivos celulares, donde se observó una fuerte 
relación inversa entre la expresión de los miembros de la familia miR-200 y 
la expresión de ZEB1/ZEB2 20. Estos resultados son  similares a los descritos 
en líneas celulares  y tumores primarios de cáncer colorectal y de mama, 
donde se encontró que  ZEB1 reprime al promotor de miR-200c, aunque se 
desconoce la contribución de ZEB2 en esas células 39.  
 
Por otra parte, la contribución de la sobreexpresión de EGFR o su 
activación autocrina en el proceso EMT están aún sin resolver.  
En un estudio realizado en tumores primarios de carcinomas y en 
líneas celulares establecidas, al inhibir la expresión de EGFR se reprimió 
fuertemente la expresión de ZEB1 y ZEB2. ZEB1 es especialmente crítico 
para  la EMT en carcinomas y se observó que EGFR promueve EMT a 
través de la regulación de ZEB1, y que el bloqueo de ZEB1 es suficiente 
para bloquear la EMT inducida por TGF-b en estos tumores218. En 
consonancia con los anteriores hallazgos, los inhibidores de EGFR pueden 
bloquear EMT y suprimir la generación de células madre cancerosas que 
expresan altos niveles de CD44, por la baja regulación de ZEB1245. 
En un estudio realizado en líneas celulares de cáncer de vejiga se 
logró investigar los mecanismos que subyacen al proceso de EMT y la 





asociación estrecha y directa entre la expresión de miR-200, E-cadherina, y 
sensibilidad a los antagonistas de EGFR. También demostraron que ZEB1 y 
ZEB2 estaban involucrados en el proceso de EMT e identificaron una nueva 
diana (ERRFI-1/Mig6), que también desempeña un papel importante, porque 
media la resistencia a EGFR. Estos resultados permiten identificar de forma 
prospectiva los tumores de vejiga que serán más susceptibles al tratamiento 
dirigido hacia EGFR1. 
 
Hasta la fecha, estudios de la implicación del miR-200c en tumores 
primitivos de GB solo existe el trabajo publicado por nuestro grupo250. 
Nuestros datos muestran una clara relación entre la amplificación de EGFR y 
la expresión de miR-200c, estadísticamente significativa, en los tumores 
primitivos de GBs, de manera que, en los casos con alto nivel de 
amplificación de EGFR, mostraron los niveles más bajos de miR-200c. 
Aunque no hay artículos publicados de este miRNA relacionado con EGFR 
en tumores primitivos de GBs, en la base de datos “The Cancer Genome 
Atlas (TCGA)” 279, 280, 281 encontramos, que la expresión de miR-200c mostró 
una disminución estadísticamente significativa en muestras con 
amplificación de EGFR.  
También se encontró que la expresión ZEB1 también mostró un 
aumento estadísticamente significativo en las muestras con amplificación de 
EGFR 46,276 en correspondencia con lo obtenido en el grupo H-amp de 
nuestro estudio, donde los casos con alta amplificación de EGFR mostraron 
los valores más altos de ZEB1. 
En los cultivos primarios y en la línea celular de GB estudiada, se 
corroboraron los resultados obtenidos en tumores primarios, ya que los 
cultivos con amplificación de EGFR presentaron una menor expresión del 





los cultivos amplificados presentaron mayor expresión que el cultivo no 
amplificado.  
Dentro del proceso de la EMT, se sabe que las caderinas regulan, 
entre otras funciones,  la adhesión celular dentro de los tejidos 
171
. La baja 
expresión de caderinas produce un aumento de la motilidad celular, y a su 
vez permite que las células del tumor puedan invadir los tejidos 
circundantes, es decir la pérdida de cadherinas va ligada a la migración en 
las células neoplásicas 45,125,168,173. Nuestro estudio sobre los tumores 
primitivos de GB mostró una correlación positiva entre el miR-200c y 
CDH1. Los tumores sin amplificación de EGFR o baja amplificación 
mostraron la más alta expresión de CDH1, estos tumores son los que 
presentaron de forma preferente un patrón de infiltración nodular. Sin 
embargo, en nuestros cultivos celulares no se obtuvo expresión de CDH1. 
 
Debido al origen de los astrocitos, el concepto de la EMT no es 
totalmente transladable a los glioblastomas, ya que estos tumores expresan 
niveles muy bajos de E-cadherina, o está ausente 178, 292. No obstante, la 
expresión de ZEB1 se ha observado en células de GB debido a otros 
intermediarios como la Wnt/-catenina, que aumenta la motilidad celular y 
actúa de manera similar en la transición epitelio-mesenquimal 
143
. También 
puede explicarse la regulación de mir-200c/Zeb1 a través de la vía de 
señalización FAK/Src. Esta vía esta estudiada en gliomas, donde en los 
márgenes invasivos del tumor primario se expresan elevados niveles de 
FAK327,335. El Src es un proto-oncogén que interacciona con FAK, la 
interacción de ambos es un importante determinante de la migración de 
células mesenquimales 291, 335. 
     Debido a la escasez de estudios relacionando el estatus del EGFR y 





activación de EGFR interfiere con la EMT y si tales interacciones alteran el 
potencial migratorio e inflitrativo de las células, así como su sensibilidad a la 
radioterapia y a otros tratamientos.  
 
5.5 Estudio del comportamiento del miR-200c en glioblastoma mediante 
transfeccion en cultivos celulares 
 
Se han desarrollado diferentes procedimientos de gran utilidad en los 
estudios de biología molecular y celular, con el propósito de poder introducir 
moléculas en el interior de la célula, superando su barrera natural; entre los 
que podemos citar las técnicas de transfección celular. La elección del 
método o técnica depende en gran medida del objetivo final del experimento 
y de la disponibilidad del presupuesto y del equipamiento adecuado. 
En este sentido, las ventajas del método de trasfección de miRNAs o 
RNAi mediante lipofección, utilizado en este trabajo frente a otros métodos, 
es la gran efectividad en cultivos celulares, es relativamente simple, rápido y 
repetible; siendo un método eficaz para la expresión transitoria o temporal
184
. 
Este método ha sido empleado para estudiar distintas funciones 
celulares como la apoptosis, la angiogénesis, la migración e invasión, entre 
otros, modificando la expresión, ya sea por sobreexpresión o inhibición de 
miRNAs o por sobreexpresión o silenciamiento de RNAi, en diferentes tipos 
tumorales, como cáncer de pulmón, cáncer de mama 33, 285, glioblastoma 54, 319 
entre otros. 
La mayoría de los estudios de transfección de miRNAs, han sido 
realizados sobre líneas celulares establecidas, siendo escasos los trabajos 
sobre cultivos primarios humanos  98, hecho que tiene mayor interés, dado la 
similitud del cultivo primario con el tumor original. En este trabajo, además 





ampliamente caracterizados, tanto a nivel morfológico como molecular, y 
con los diferentes estatus de amplificación de EGFR utilizados en este 
estudio. Además los cultivos primarios presentaban características 
histopatológicas y genéticas similares a los tumores primitivos 
correspondientes.  
El análisis del comportamiento del miR-200c en cultivos celulares en 
distintos tipos de tumores mediante sobreexpresion o inhibición del miR-
200c o silenciamiento de EGFR ha permitido el estudio de sus dianas 
moleculares y su implicación en la EMT 257, 270, 333. En tumores epiteliales, se 
ha demostrado que la sobreexpresión del miR-200c bloquea la  expresión 
de ZEB1 y ZEB2 226. En este sentido, diferentes estudios informan de una 
regulación recíproca de  ZEB1 sobre miembros de la familia de miR-200c, y 
viceversa, activando fuertemente la diferenciación epitelial en las células 
pancreáticas, colorrectal y en cáncer de mama 39. 
Así mismo, en el estudio de líneas celulares de adenocarcinoma de 
páncreas (HPAF2 y DLD1) con inhibidores de miR-200c, se observó una 
transición mesenquimal que se evidenció por la dispersión de células, la 
regulación positiva de vimentina y la reducción de la expresión de E- 
cadherina 39,142.   
 
En cuanto a la relación miR-200c y EGFR, no hay muchos estudios 
publicados al respecto. Ha sido estudiada en cáncer de tiroides, donde se 
observó que la perdida de expresión de miR-200 provocó el aumento de 
expresión de EGFR en las células tumorales333. Un estudio sobre la  
sobreexpresión de miR-200c demostró que dicho aumento recupera 
parcialmente el comportamiento sensible a EGFR de las células de 
carcinoma pulmonar no microcítico,  que son  resistente a gefitinib, 





En el estudio de nuestros cultivos transfectados, con sobreexpresión 
de miR-200c, fue evidente el bloqueo automático de la expresión del ZEB1 
en todos los cultivos estudiados. Sin embargo, en los cultivos con inhibición 
de miR-200c, sólo se observó un aumento de la expresión de ZEB1 en los 
cultivos sin amplificación. Por otra parte, y en cuanto a la expresión de 
EGFR, en situación de inhibición del miR-200c, se observó un aumento  en  
la expresión de EGFR  sólo en los cultivos sin amplificación. Así mismo, el 
silenciamiento de EGFR provocó una disminución de la expresión de ZEB1 
en todos los cultivos con diferentes niveles, a excepción del cultivo con alto 
nivel de amplificación que a su vez se correspondía con el mutante 
EGFRvIII.  
El miR-200c desempeña un papel crucial en la tumorigénesis y la 
progresión tumoral, y como consecuencia de su participación en la EMT,  
actúa como modulador en la migración celular, afetando al desarrollo del 
tumor y a la producción de metástasis. Sin embargo, el papel de miR-200c y 
el mecanismo por el cual modula la actividad migratoria de los diferentes 
tipos de cánceres es aún desconocida, solo se han iniciado estudios en 
algunos de éstos.  
En cultivos celulares de cáncer de colon, páncreas y pulmón, la 
sobreexpresión de miR-200c condujo a la reducción de expresión de ZEB1, 
TGFβ2 y al aumento de los niveles de E-caderina, lo que redujo 
considerablemente la migración, hecho que indicaría un papel inhibidor 
potencial en la progresión del tumor 39,92,142,325. 
Recientemente se ha publicado un estudio que analiza la acción del 
miR-200c/ZEB1 en los procesos de invasión y metástasis en cáncer de 
pulmón. Este trabajo, se ha centrado en las interacciones célula-matriz, 
esenciales para la activación de las células tumorales. Cuando no se 





observaba la migración/invasión in vitro, y la metástasis in vivo en ratones. 
ZEB1 mejora la capacidad de respuesta de las células tumorales a la 
composición de la matriz extracelular y activa la vía de señalización de 
FAK/Src mediante la represión de una diana directa de miR-200, CRKL. 
CRKL actúa como una molécula adaptadora para facilitar la formación de 
adhesiones focales, que mantienen los contactos célula-matriz. Alteraciones 
en estas diferenciaciones de membrana potenciarían la invasión celular 291. 
 
Existen evidencias acerca de un supuesto papel del EGF y su 
receptor (EGFR) en procesos de invasión, migración y finalmente 
metástasis, en diferentes tumores como el cáncer de mama o pulmón 202,310. 
En células de cáncer de mama la unión de EGF a su receptor induce diversas 
vías de señalización como son la activación de la proteína quinasa C-delta, 
las quinasas activadas por mitógenos, y la fosfolipasa C-γ; estas vías 
facilitan la migración celular 161,284. También se ha demostrado que la 
activación de EGFR induce la producción de metaloproteinasa 9, 
posiblemente a través de la vía de PI3K, que conduce a la migración 
celular73.  
 En el caso del GB los trabajos sobre el papel del miR-200c y la 
migración celular son muy escasos, y solo se han realizado en líneas 
celulares. Recientemente se ha estudiado la expresión de ZEB1, y parece 
estar asociada con la infiltración de células tumorales mediante el feedback 
que se establece entre miR-200c y ZEB1. Se demostró que una 
sobreexpresión de esté miRNA induce la degradación de ZEB1 y suprime la 
expresión de esta proteína100.  
En nuestro estudio, la sobreexpresión de miR-200c en las células de 
cultivo de GB, provocó una inhibición de la migración celular, a excepción 





EGFR y presencia de la variante mutante EGFRvIII. Con respecto a la 
inhibición del miR-200c, se observó un aumento de la migración celular, 
aunque en tiempos distintos según los cultivos.  
Los trabajos publicados sobre el silenciamiento de EGFR y 
migración celular, aportan datos que no han sido concluyentes
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 .Al 
silenciar  EGFR en dos líneas celulares de GB, con diferente expresión de 
EGFR  (U373 MG, LN18), se ha observado que la expresión del mRNA y la 
proteína se redujo en un 70-90%. Sin embargo, no tuvo efecto inhibidor 
sobre la proliferación celular y la migración, lo que indicó que la baja 
regulación específica de EGFR no podría ser suficiente como agente único 
en GB 300. Sin embargo, posteriormente se ha demostrado que tratando  las 
células U251 de GB con el silenciador de EGFR, se inhibió la expresión de 
este RNAm, y la inhibición del crecimiento en células in vitro 146. 
En nuestro modelo experimental, al silenciar EGFR se produjo una 
disminución de la migración celular. Fue más evidente en los casos sin 
amplificación de EGFR, y en el cultivo con baja amplificación, no 
observándose en el cultivo con amplificación y mutación de EGFR. 
 
Son muchos los interrogantes que hay planteados sobre el proceso de 
infiltración del glioblastoma, y específicamente del papel de los miRNAs. 
Mediante el análisis de nuestros resultados, tanto en los tumores primitivos 
como en el modelo experimental con cultivos celulares, hemos podido 
definir la implicación del miR-200c en el GB, y la relación con dianas 
moleculares que podrían estar implicadas en la capacidad infiltrativa de estos 
tumores. Además, existiría una relación estrecha entre miR-200c y la 
amplificación de EGFR en el proceso de MMMI. Los estudios de miRNAs y 
sus dianas podrían utilizarse en el diagnóstico, pronóstico y tratamiento de 








































En el estudio genético y epigenético realizado en tumores primitivos 
y cultivos celulares de glioblastoma hemos llegado a las siguientes 
conclusiones:  
 
1.- Los tumores fueron  clasificados como glioblastoma primario, IDH no 
mutado, siguiendo los criterios de la OMS (2016).  
 
2.- El estatus de EGFR estudiada mediante FISH, discriminó tres grupos de 
GB: con alto nivel de amplificación (H-amp), con bajo nivel de 
amplificación (L-amp), y sin amplificación de EGFR (N-amp). Los grupos 
L-amp y N-amp no se pudieron diferenciar con la técnica de PCR ni con la 
MLPA, por lo que el FISH fue la técnica de mayor resolución para la 
observación de los diferentes tipos de amplificación de EGFR. 
 
3.- Los tumores del grupo H-amp presentaron, de manera estadisticamente, 
significativa, un IK menor, y una expresión mayor de Ki-67 y de EGFR. 
Además, el patrón de infiltración difuso fue el más frecuente. Todas estas 
características estarían relacionadas con una mayor agresividad tumoral en 
este grupo.  
 
4.- El estudio con MLPA permitió definir perfiles genéticos diferenciables 
para los grupos estudiados. Los genes CDKN2A/2B, GSTP1 y CDH1, 
aparecieron alterados en los tres grupos de GB, posiblemente como genes 
implicados de forma temprana en el desarrollo del tumor. Las alteraciones en 
CDKN2A/2B aparecieron con una frecuencia mayor, estadísticamente 
significativa, en el grupo H-amp.  
 
5.- Los grupos de GB con amplificación de EGFR presentaron con mayor 
frecuencia alteraciones en los genes PTEN, SAMHD1, VHL, CREM, y 
LARGE. A su vez, el grupo H-amp mostró con mayor frecuencia alteraciones 
en MDM2, y el grupo L-amp alteraciones en PAH, este último 
estadísticamente significativo.  Dentro del grupo N-amp, alteraciones en 
TP53, aparecieron con mayor frecuencia. Estos resultados estarían a favor de 







6.- El estudio de los genes implicados en las vías de señalización estudiadas 
dependientes de EGFR, mostraron que alteraciones en estas tres vías 
simultáneamente se presentaron de forma mayoritaria en el grupo H-amp, no 
observándose ningún caso en el grupo N-amp. Este hecho indicaría un perfil 
oncogenético más agresivo de los GB con alta amplificación de EGFR.  
 
7.- El estudio de miRNA ha permitido establecer patrones de expresión 
diferentes entre los grupos de GB. Los niveles de expresión del miR-200c 
permitieron diferenciar, de manera estadísticamente significativa, el grupo 
H-amp, frente a los grupos L-amp y N-amp.   
 
8.- La expresión de miR-200c presentó una relación estadísticamente 
significativa, con la amplificación de EGFR, tanto en los tumores como en 
los cultivos celulares. Los casos del grupo H-amp, mostraron los niveles más 
bajos de expresión de miR-200c.  
 
9.- Los tumores del grupo H-amp presentaron, de manera estadísticamente 
significativa, los valores más altos de expresión de ZEB1 y los más bajos de 
expresión de CDH1. El mismo resultado de ZEB1 se obtuvo en los cultivos 
celulares, pero no se pudo demostrar expresión de CDH1. 
 
10.- En los cultivos transfectados, con sobreexpresión de miR-200c, fue 
evidente el bloqueo automático de la expresión de ZEB1 en todos ellos. Sin 
embargo, en los cultivos con inhibición de miR-200c, sólo se observó un 
aumento de la expresión de ZEB1 en los cultivos sin amplificación.  
 
11.- El silenciamiento de EGFR, en los cultivos transfectados, provocó una 
disminución de la expresión de ZEB1 en los cultivos celulares, a excepción 
del cultivo con alto nivel de amplificación de EGFR, que a su vez presentaba 
el mutante EGFRvIII.  
 
12.- En el modelo experimental, la sobreexpresión de miR-200c en las 
células de cultivo de GB, provocó una inhibición de la migración celular, 
excepto en el cultivo con amplificación de EGFR y con la variante mutante 
EGFRvIII. Con respecto a la inhibición del miR-200c, se observó un 





13.- El silenciamiento de EGFR, en el modelo experimental, produjo una 
disminución de la migración celular. Esta fue evidente en los casos sin 
amplificación de EGFR, y en el cultivo con baja amplificación, no 
observándose esta disminución, en el cultivo con amplificación y mutación 
de EGFR. 
 
14.- De todos estos resultados obtenidos, se puede deducir que miR-200c 
actuaría como un regulador potencial de la migración y la invasión a través 
de ZEB1 en GB. Ello apoyaría que, miR-200c estaría implicado en el 
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Apéndice I. Kits de MLPA 
 
Tabla 1: Salsa MLPA KIT P105-D1 Gliomas-2. El kit  contiene 55 sondas 
para MLPA con productos  de amplificados de 126 a 500 nt. También tiene 9 
controles que generan fragmentos de 120 nt.  
  Logitud 
 (nt) 
# de sonda 
 del kit MLPA  Gen / Exon  
Localizacion /  
sitio de Ligacion 
Secuencia parcial 
 (24nt adyacentes 



























Tabla 2: Salsa MLPA KIT ME001-C2 Tumor suppressor -1. El kit 
contiene 26 sondas para MS-MLPA correspondientes a 24 genes supresores 
de tumores que generan productos de amplificación de 136 a 483 nt.  
     Logitud  
(nt) 
# de sonda 
 del kit MLPA  
Gen / 
 Exon  
Localizacion /  
sitio de Ligacion 
Secuencia parcial  
(24nt adyacentes  

































Apéndice II. Estadística  
Tabla 1. Parámetros clínicos. Media aritmética para cada uno de los tres 
grupos y p-valor del test de Kruskal-Wallis. 
Variable  N_amp L-amp H-amp p_valor 
Edad (años) 60.31 49.5 61.6 0.217 
IK 84.38 79 70.5 0.001 
DSI (días) 11.31 13.1 13.42 0.956 
Tamaño (cm) 3.16 3.67 4.17 0.364 
Evolución 
(meses) 
14.33 13.29 12.4 0.914 
Ki67 (%) 8.7 14.38 20.31 0.01 
 
Tabla 2. Frecuencia relativa en tantos por ciento, de diferentes categorías, en 
cada uno de los tres grupos y p-valor del test Chi-cuadrado. 
Variable  N-.amp L- amp H-amp p_valor 
Sexo  31.2 20 50 0.232 
CEP7_trisomias  93.8 90 100 0.403 







Tabla 3. Frecuencia relativa de las alteraciones génicas, en tantos por ciento, 
en cada uno de los tres grupos, y p-valor del test Chi-cuadrado. 
 Gen N-amp L-amp H-amp p_valor 
EGFR  0 100 100 0,001 
PTEN 25 50 45 0.345 
MDM2  25 10 25 0.596 
CDK4  12.5 10 15 0.926 
TP53  37.5 20 25 0.573 
NFKBIA  18.8 10 15 0.833 
MIR26A2  6.2 0 0 0.384 
OCA2  0 20 30 0.06 
SAMHD1  25 40 30 0.72 
MYBPC3  25 20 45 0.28 













Tabla 4. Frecuencia relativa de las alteraciones génicas, en tantos por ciento, 
en cada uno de los tres grupos y p-valor del test Chi-cuadrado. 
Gen  N-amp L-amp H-amp p_valor 
CDKN2A  33.3 40 78.9 0.017 
CDKN2B  33.3 40 73.7 0.044 
VHL  26.7 40 36.8 0.746 
GSTP1  33.3 30 31.6 0.984 
CASP8  6.7 10 10.5 0.921 
FHIT  6.7 20 10.5 0.582 
APC  6.7 10 10.5 0.921 
CDH13  6.7 30 5.3 0.107 
TIMP3  6.7 10 10.5 0.921 
BRCA1  0 0 10.5 0.252 
AI651963  33.3 40 42.1 0.868 
CREM  26.7 40 36.8 0.746 
CDH1  33.3 50 31.6 0.591 
PAH  6.7 50 21.1 0.039 
BCL2  6.7 40 15.8 0.1 
PARK2  0 10 26.3 0.079 
BRCA2  20 10 10.5 0.676 
CD27  13.3 10 15.8 0.91 






Apéndice III. Resultados de los miRNAs  
Tabla 1. Fold change y la significación estadística de los valores de p ≤ 0,05 
para los pequeños RNAs no codificantes expresados diferencialmente entre 
los grupo H-amp  y N- amp. Los miRNAs etiquetados en negro son comunes 
al modelo PLS-DA. 
 















































































































































































































































































































































Apéndice 4. Caracterización de los genes estudiados 
Tabla 1. Características de los genes del kit Salsa MLPA KIT ME001-C2 Tumor suppressor -1. 
 
GEN FUNCIÓN TUMORES PROCESOS IMPLICADOS 
TP73 Codifica para una proteína miembro de 
la familia de p73 de factores de 
transcripción.   
Neuroblastoma Vía de P73 
CASP8 Codifica para una proteasa de la familia 
de las cisteína-acidoaspartato 
(caspasas). 
cáncer gástrico, colon, 
mama 
Apoptosis  
VHL Codifica para una proteína que es un 
componente de un complejo proteico 
que incluye elongina B, elongina C, y 
culina-2. 
Sd Von-Hippel-Lindau, 
carcinoma renal de células 
claras, feocromocitoma, 
eritrocitosis 





RARB Codifica para un receptor hormonal en 
el núcleo que se une al ácido retinoico 
y media el crecimiento celular a través 
de la regulación de la transcripción. 
Carcinoma hepatocelular, 
cáncer de páncreas, cáncer 
de pulmón microcítico 
Metabolismo de los carotenos y de la 
vitamina A. 
MLH1 Es un homólogo humano del gen  mutL 
de reparación de los desajustes de DNA 
de la E.coli. 
Cáncer de colon 
hereditario, cáncer de 
mama  
Reparación del DNA 
CTNNB1 Codifica para proteínas de uniones 
adherentes y también esta proteína se 
une a productos del gen APC. 
Cancer colorectal, 
meduloblastoma y cáncer 
de ovario 
Proteínas de uniones adherentes y 
via APC 
RASFF1 Codifica para una proteína similar a las 
proteínas efectoras RAS  
Carcinoma escamoso de 
esófago, cáncer de ovario, 
cáncer de mama 
Reparación del DNA, arresto celular, 






FHIT Este gen engloba el sitio común frágil 
FRA3B en el cromosoma 3, donde el 
daño carcinogénico inducido puede 
conducir a traslocaciones y trascritos 
aberrantes que se han encontrado en 
diferentes cánceres 
Cáncer de esófago, 
estómago y colon 
Metabolismo de purinas 
CASR Codifica para un receptor acoplado a 
una proteína G que se expresa en 
glándula paratiroides y túbulo renal. Es 
sensible a pequeños cambios del Ca 
circulante y  juega un papel 
fundamental en el  mantenimiento de la 
homeostasis mineral. 
Cancer de mama, 
colorectal 
Señalización a través de proteínas G 
 
APC Este gen tiene una proteína supresora 
tumoral que actúa como antagonista de 
la vía de señalización de Wnt. 
 
FAP (Poliposis 
Adenomatosa Familiar)  
Via de señalización de Wnt. 
Procesos de migración y adhesión 
celular, activación de la transcripción 
y apoptosis 
ESR1 Receptor de estrógenos en el núcleo 
importante para la unión a hormonas, 
unión a DNA, activación y 
transcripción, que intervienen en las 
funciones de desarrollo sexual y 
función reproductiva. 
Cáncer de mama, cáncer de 
ovario, osteoporosis 
Via de señalización de estrógenos; 
via de regulación de la reabsorción 
de Calcio; red de transcripción 
FOXA1  
PARK2 Función exacta desconocida. Es un 
componente del complejo de 
multiproteinas E3 ubiquitina-ligasa, 
que media la focalización de sustratos 
proteicos par la degradación en 
Enfermedad de Parkinson, 
cáncer de pulmón, cáncer 
de ovario 
Sistema inmune adaptativo; vía de 
señalización de alfa-sinucleina; 
procesamiento de antígeno para 
degradación por proteasoma y 





proteasoma antígeno para MHC I; via parkin-
ubiquitina proteasoma; 
procesamiento proteico en RE; 
proteólisis mediada por ubiquitina 
CDK6 Esta kinasa fosforila y esto regula la 
actividad de la proteína supresora 
tumoral Rb 
Leucemia mieloide aguda, 
cáncer de esófago de 
células escamosas 
Fase G1 del ciclo celular y transición 
G1/S 
CDKN2A Genera diferentes transcritos, 
dependiendo de por donde se corte, 
dando lugar a diferentes isoformas. 
Cáncer de mama, 
carcinoma cel escamosas 
cabeza y cuello, 
lecucemialinfoblástica T, 
cáncer de páncreas,  
Pc3 y CDK4. Fase G1 ciclo celular.  





Vía de CDK4, CDK6, fase G1 ciclo 
celular 
DAPK1 Esta quinasa es un mediador positivo 
del interferon-gamma que induce 
muerte celular programada. Es un 
candidato de supresor tumoral  
Cáncer bucal, cáncer de 
ovario, cáncer de cérvix 
 
Vía de la apoptosis, vía de IFN-
gamma 
CUGBP2 Regulación de splicing alternativo del 
pre-mRNA, edición mRNA y 
translación 
Cáncer de colon, cáncer de 
mama  
Pre-mRNAsplicing 
CREM Codifica para proteínas que actúan 
como activadores y represores de la 
transcripción y es un importante 
componente de la respuesta del AMPc  
Carcinoma escamoso de 
esófago, 
Via activación AMPc 
PTEN Este gen codifica para una 
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-
Cancer de colontumores 
pancreáticos 





fosfatasa, lo que hace es desfosforilar 




CD44 Codifica para una glicoproteína de la 
superficie celular. Interviene en la 
activación de linfocitos, recirculación, 
hematopoyesis y metástasis tumoral  
Cáncer de vejiga, cáncer de 
mama, leucemia aguda 
Interacción membranas, señalización 
citoquinas en el sistema inmune, 
linaje celular hematopoyético, 
degradación matriz extracelular, vía 
del interferón, metabolismo del 
hialurónico, etc 
GSTP1 Detoxificación mediante la catalización 
de la conjugación de componentes 
hidrofóbicos y electrolíticos con 
glutatión reducido 
Cáncer de mama, tumor de 
ovario 
Conjugación del glutatión, 
metabolismo xenobióticos mediante 
p450, via araquidónico-
epoxigenasa/epóxido hidrolasa, 
respuesta celular al estrés, 
carcinogénesis química.  
ATM Controlador  de puntos dentro del ciclo 
celular Regulador a la baja de  
supresores tumorales como p53 y 
BRCA1, punto de control celular de la 
kinasa CHK2, punto de control de 
RAD17 y RAD9, proteína NBS1 de 
reparación de DNA 
Cáncer de pulmón, ataxia  Ciclo celular, fosforilación de 
reparación de proteínas, rotura de 
doble hebra de DNA, apoptosis, 
autodegradación de E3 ubiquitina 
ligasa COP1, respuesta celular a 
estrés. 
IGSF4/CADM1 Adhesión celular de mastocitos Glioblastoma, enfisema 
pulmonar 
 Adhesión de moléculas, 
comunicación celula-celula 
TNFRSF1A Receptor TNF. Puede activar NF-
kappaB, mediar apoptosis, regulación 
de la inflamación.  
Cáncer gástrico, Síndrome 
de fiebre periódica, 
Alzheimer 
Apoptosis, vía NF-kappaB, via de 
señalización de adipocitos 





liga con CD70 y regula la activación de 
las células B y la síntesis de Igs y 
también tiene función en la apoptosis.  
linfoma difuso de células B citoquina, NF-kappaB, MAPK8/JNK 
CDNK1B Control de que el ciclo celular pase a 
G1 y la degradación de su proteína es 
necesaria para que la celula pase de un 
estado quiescente a proliferativo 
MEN4, cáncer de mama, 
linfoma linfoblástico de 
células B, 
colangiocarcinoma 
Ciclo celular, vía PI3K/AKT. 
CHFR Punto de control del ciclo celular que 
regula la entrada de la mitosis. 
Adenocarcinoma pulmón, 
cáncer endometrial 
Punto control de la mitosis  
BRCA2 Mantiene la estabilidad del genoma, 
especialmente de las vías de 
recombinación de homólogos para el 
reparto del DNA de doble cadena. 
Cáncer de mama, ovario, 
glioma, meduloblastoma, 
cáncer de páncreas.  
Reparación DNA y mantienen 
estabilidad genómica.  
MLH3 Reparación de los desajustes del DNA  Cáncer colorectal no 
poliposico tipo 7 
(HNPCC7) 
Replicación DNA, recombinación 
meiótica 
TSC2 Estimula GTPasas especificas. La 
proteína actúa como una chaperona de 
la hamartina 
Esclerosis tuberosa Via AMPK, interacciones DAP12, 
via PI3K/AKT, SI adaptativo, 
efectores directos de p53 
CDH1  Es una cadherina de la superfamilia de 
las caderinas.  
Carcinoma endometrial, 
cáncer de ovario, mama, 
cáncer gástrico hereditario, 
tumor maligno de próstata, 
tiroides 
Adhesión celular 

















HIC1 Regulación del crecimiento y gen 
supresor tumoral.  
Tumor de células renales, 
cáncer gástrico 
Regulación crecimiento 
BCL2 Codifica para una proteína de la 
membrana mitocondrial, que bloquea la 
apoptosis. 
Linfoma folicular, cáncer 
de mama, leucemia 
linfoblástica en niños 
Apoptosis  
KLK3 Codifica para una proteasa que se 
encuentra en el líquido seminal cuya 
función es licuar el coagulo seminal.  
Cáncer de próstata Vía de señalización de los 
andrógenos, factor de transcripción 
FOXA1 
TIMP3 Las proteínas codificadas por este gen, 










Tabla 2. Características de los genes más implicados en los perfiles genéticos de los grupos de amplificación de EGFR 
GEN  NOMBRE LOCALIZ. FUNCION TUMORES  PROCESOS IMPLICADOS  
CDKN2A Kinasa inhibidora 
dependiente de 
ciclina 2A 
9p21 Participa en la unión 
de los factores de 
transcripción, unión a 
proteinas inhibidoras 








Ciclo celular, senescencia celular, 
apoptosis, regulación en el 
crecimiento celular, regulación de 













Ciclo celular, expresión de genes, 
transcripción, diferenciación 
CDH1 Caderina1 16q22.1 Adhesión celular, 
unión de proteínas. 
Cáncer de colon, 
cáncer pancreatico 
Apoptosis, unión célula-célula, 
desestabilización de la matriz 










Cáncer de mama, 
cáncer, colorectal, 
adenocarcinoma, 
cáncer de próstata, 
cáncer de esófago 
Adhesión célula-matriz,  desarrollo 






PTEN Homólogo de 
fosfatasa y tensina 
10q23.3 Codifica para una 
proteina supresora de 
tumores  
Carcinomas, cancer 
de ovario, de colon, 
tumores cerebrales 
Crecimiento y proliferación 
celular, apoptosis, angiogenesis, 
migración, metabolismo. 
SAMHDI Dominos SAM  y 




20q12 Enzima que exhibe 
actividad 
fosfohidrolasa,  la 
conversión de 
trifosfatos de 
nucleótidos  a 
trifosfato y un 
nucleósido 
Colon, pulmón, 
páncreas, mama y 
cáncer colorectal  
 Replicación del VIH en las células 
dendríticas, macrófagos y 
monocitos.  Proliferación de 
células neoplásicas. 
VHL Von Hippel 
Lindau 





Cáncer de riñón, 
carcinomas, 
hemangioblastomas 
Morfogénesis celular, Respuesta 
celular a la hipoxia, apoptosis, 
proliferación celular, transcripción, 
Diferenciación, proteólisis, 
Angiogénesis. 




10p11.21 Codifica el factor de 
transcripción bZIP 
que se une al 
elemento de 
respuesta cAMP que  
se encuentra en 
muchos promotores 
celulares. Es un 
componente 
importante de la 
transducción de 
Carcinomas  Activador o como represor de la 
transcripción. Baja expresión 
incrementa la invasión y la 









22q12.3 Codifica una 
glicosiltransferasa 




Meningiomas Reordenamientos genómicos 
específicos de tumores. Implicado 
en el desarrollo y progresión 
tumoral. 
TP53 Proteina tumoral  
P53 
17p13.1 Codifica para una 






cáncer de mama, 
leucemia, 
neuroblastoma 
Control del ciclo celular, 
Apoptosis, senescencia, reparación 
del DNA, metabolismo, 
diferenciación y proliferación 
celular. 
MYBPC3 Codifica miosina 
cardiaca 
11p11.2 cMyBP-C regula el 
posicionamiento de la 
miosina y la actina y 
participa en la 
contracción del 
musculo cardiaco  
  Mantenimiento de la función 
cardiaca normal. La ausencia de 








15q Este gen codifica  
una proteína de 
membrana que 




tirosina, que es un 
precursor para la 
síntesis de melanina. 
Melanoma Las mutaciones en el gen OCA2 
causa una interrupción en la 
producción normal de melanina; 
por lo tanto, generan problemas de 
visión y las reducciones en el 
cabello, la piel y el color de ojos. 




Actúa como una 
ubiquitina ligasa E3 
Y y como inhibidor 






cáncer de páncreas y 
renal 
 
Regulador positivo de la 




12q23.2 Unión de 
aminoacidos, unión 
de cofactor  
Hepatoma, cáncer 
de próstata 
Redox, procesos catabolicos, 
neurotransmisión. 
BCL2 Células B 
Linfoma 2 





Proliferación de células B, 
Diferenciación células T, 
apoptosis, regeneración del axon, 
crecimiento celular, respuesta 
celular en hipoxia, respuesta frente 
a virus.  
 
